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INTRODUCTION. 


Liimporlance de |’étude des réflexes conditionnels a été mise 
en lumiére grace aux travaux remaryuables de I. Pavlov et de 
ses nombreux éléves. Voici en quoi consistent ces réflexes : 

Aprés que Glinsky eut réussi, au laboratoire de Pavlov, a 
eréer des fistules sur les conduits des glandes salivaires, on a pu 
suivre exactement le travail de ces glandes. 

Wulfsohn a montré Pun des premiers l'influence d+s centres 
psychiques sur la sécrétion de la salive. On acommencé ensuite, 
au laboratoire de Pavlov, une étude sysiématique et détaillée 
de ces intéressants phénoménes. 

Tolotchinoff et Babkine ont établi que l’odeur ou Vaspect 
seul des substances alimentaires provoque, chez les chiens, la 
sécrétion de la salive qui ne differe en rien de la salive sécrétée 
pendant les repas. 

Boldyreff, en étudiant la physiologic des glandes salivaires, 
a montré le premier que chaque excitation externe qui agit 
simultanément avec les excitations guslatives immédiates 
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peut devenir ensuite un réflexe indépendant et provoquer a lui 
seul |’écoulement de la salive. 

_ Ainsi, par exemple, si en excitant les centres gustatifs du 
chien, on lui fait entendre en méme temps un son toujours le 
méme ou si on lui gratle en méme temps la peau dans un 
méme endroit, apres 20-30 séries de coincidences de ces deux 
sortes d’excitations, il suffit de gratter la peau du chien ou 
d’émettre le méme son qu’auparavant pour déterminer l’écou- 
lement de la salive. 

Ainsi des excitations audilives ou mécaniques, qui n’ont 
rien de commun avec les glandes salivaires et quin’ont jamais 
provoqué aucune réaction de leur part, deviennent capables_ 
de déterminer |’écoulement de la salive aprés avoir été com-. 
binées plusieurs fois avec des excitations gustatives imm édiates. 
Ce sont les excitations de ce genre que Pavlov a appelées exci- 
tations conditionnelles, et les réflexes qu’elles provoquent 
réflexes conditionneis. 

Boldyreff, Wartanow, Zeleny, Orbeli, Citovitch ont obtenu 
de tels réflexes conditionnels pour les sons, les odeurs, les 
rayons lumineux, le refroidissement ou |’échauffement local 
de la peau 4 50°, etc. (1). 

Nous possédons actuellement de nombreuses données expé- 
rimentales qui nous permettent de remplacer l’excitation incon- 
ditionnelle alimentaire par d'autres excitations. 

Nous connaissons de nombreux cas de formation de réflexes 
conditionnels, non seulement pour les glandes salivaires, mais 
pour d'autres organes. Tzitovitch a obtenu des réflexes condi- 
tionnels pour les vaso-moteurs (2). Bikov et Alexeiey ont 
obtenu des réflexes conditionnels pour les sécrétions uri- 
naires (3). Bechterev et ses collaborateurs ont démontré 
Vexistence des réflexes conditionnels sur des excitations des- 
tructives (4). Podkopaeff et Kryloff ont obtenu des réflexes con- 
ditionnels sur l’excitation automatique du systéme nerveux 
central par l’apomorphine et la morphine (5). 


(1) Travaux de laboratoire du professeur Pavlov. 

(2) Journal de Physivl., 1918 (en russe). 

(3) C. R. Acad. Sciences, 1927. 

(4) Becurerev, Le cerveau et son activité 1928 (en russe). 

(5) Popkorarrr. Travaux du Laboratoire physiologique de l’Académie 
de Médecine, Pétrograd. 
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L’existence des réflexes conditionnels est démontrée actuel- 
lement chez des animaux invertébrés et méme chez les infusoires 
(Metalnikov) [1]. 

On sait bien, d’aprés les travaux de Pavlov et de ses éléves, 
que les expériences sur les réflexes conditionnels exigent des 
précautions spéciales. Il faut les faire toujours dans. les mémes 
conditions, c’est-a-dire dans la méme piece, & la méme heure, 
avec le méme éclairage et par les mémes personnes. Il faut 
éviter tout.ce qui peut distraire l’animal et produire en lui de 
nouvelles impressions. 

Il est nécessaire que l’excitation conditionnelle, ainsi que 
toutes les autres conditions de lexpérience, soient toujours les 
mémes, car chaque nouvelle impression ou excitation empéche 
la formation des réflexes conditionnels. Tous les procédés de 
lopération, la pose dans laquelle on fait excitation, l’instru- 
ment avec lequel on la produit, lendroit ow l'on introduit 
Vaiguille de la seringue, etc., tout doit étre absolument iden- 
tique. Il faut aussi que ces excitations soient répétées au moins 
chaque jour pendant vingt-trente jours de suite, et qu’elles 
soient toujours immédiatement accompagnées des excitations 
naturelles. 

La rapidité avec laquelle se forment les réflexes condition- 
nels dépend de l’individualité de l’animal et des excitations 
conditionnelles employées. Il y a des excitations qui donnent 
des excitations conditionnelles aprés quinze-vingt fois; pour 
d'autres, il faudra employer les coincidences 50-100 fois. La 
formation des réflexes conditionnels se produit plus lentement 
chez les animaux jeunes que chez les adultes. 

Nous avons essayé d’appliquer la méthode de Pavloy a l'étude 
de limmunité. 

Dans une série de travaux nous avons démontré qua la base 
de limmunité se trouvent les réactions défensives des diffé- 
rentes cellules de l’organisme (2). 

Les réactions défensives peuvent se produire, soit a l’exté- 
rieur de l’organisme (sur les muqueuses du nez, des yeux de 
la gorge, etc.), soit & l’intérieur, guand le microbe pénétre 


Meraunikov. Arch. Zool. Exper., 9, 1912. 
Meratnikov et Toumanorr. Ces Annales, 39 et 40, 1925. — Mrraunixoy. Zeit. 
f. Imm., 69, 1929. — Meratnixov. La Presse Médicale, n° 101, 1928. 


(1) 
(2) 
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dans l’organisme, c’est-a-dire dans Je sang, la cavité du corps 
ou dans les organes internes. 

Lieil réagit par le clignotement et par la sécrétion des 
larmes, avec lesquelles l’excitant est chassé dehors; le nez 
réagit par l’éternuement et la sécrétion de ’humeur, la gorge 
par la toux, etc. Dans les cas ot le microbe pénétre dans le 
sang ou dans les organes intérieurs, il provoque toute une 
série de réactions internes qui ont pour but de le rendre inof- 
fensif ou de le chasser de l’organisme. Et cette réaction est 
exercée non seulement par les cellules libres du sang ou les 
phagocyles, mais aussi par beaucoup d'autres cellules : les cel- 
lules conjonctives et réticulo-endothéliales, les vaisseaux, les 
nerfs, les organes hématopoiétiques, etc. La formation et la 
sécrétion des anlicorps sont également le résultat des réactions 
défensives des cellules. 

Vu que toutes ces réactions sont obligatoires et involontaires, 
nous pouvons dire que nous avons alfaire 4 des réflexes. Ces 
réflexes de défense peuvent changer et varier sous l’action de 
différents excitants, microbes et toxines, qui pénétrent dans 
Pintérieur de Porganisme. Par exemple, si l’on injecte dans le 
corps d'un cobaye des vibrions du choléra, ces derniers provo- 
quent uae réaction déterminée des cellules, réaction qui se 
montre spécifique pour le choléra. Les microbes tuberculeux 
introduits dans le corps provoquent une autre réaction défen- 
sive, etc. Le tableau spécifique des élats morbides que nous 
observons habituellement pendant une infection déterminée 
sexplique par la spécificité des réactions ou réflexes 
défensifs. 

Nous pouvons répéter ces injections plusieurs fois de suite et 
nous obtiendrons toujours les mémes réflexes typiques. On se 
demande maintenant : si l’immunité s’explique par les réac- 
tions défensives ou par les réflexes, n’est-il pas possible, en se 
servant dela méthode de Pavlov, d’obtenir des réflexes condi- 
tionnels? 

Kn répétant 10 4 20 fois de suite les injections, c’est-a-dire 
des excilations internes, et en les associant & des excitations 
externes quelconques, ne serait-il pas possible d’obtenir A la 
jin un vrai réflexe conditionnel? 

Pour résoudre cetle question nous avons fait toute une série 
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) (eae . . : 
d’expériences en collaboration avec Chorine. Nous le remer- 
cions sincerement pour le concours précieux qu’il nous a prété 
dans ce travail. 


I — R&FLEXES CONDITIONNELS ET FORMULE LEUCOCYTAIRE. 


Parmi les différentes réactions de ’immunité, la variation de 
la formule leucocytaire est une des plus démonstratives. I] 
suffit d’injecter & un animal une petite dose de microbes pour 
provoquer une augmentalion trés considérable des globules 
leucocytaires. Cette augmentation des leucocytes est strement 
une réaction de défense, car nous savons bien quel rdle impor- 
tant jouent ces cellules dans limmunité et dans la défense de 
Vorganisme. 

N’est-il pas possible de provoquer les mémes réactions leuco- 
cylaires par lintermédiaire d’excitations externes condition- 
nelles? Plusieurs lapins ont regu dans les veines de Voreille 
1 cent. cube de culture de vibrions cholériques chauffés. 
Chaque injection était précédée d’une excitation exlerne (deux, 
trois minutes — son d’une trompette et grattage de l’oreille). Les 
lapins ont regu 15, 30 injections successives (une injection par 
jour) associées & des excitations externes. Dix 4 quinze jours 
aprés la derniére injection, quand la formule leucocytaire est 
redevenue normale, les lapins ont subi les excitations externes 
habituelles (2 & 3 fois en une heure). Nous examinimes 
alors plusieurs fois le sang pendant vingt-quatre, quarante- 
huit heures. Voici le résultat de quelques expériences ainsi 
conduites : 


Exesrience I. — Les lapins (n° 98 et 13) ont regu plus de 
25 fois dans le sang des vibrions cholériques chauffés, en 
méme temps qu'on faisait agir des excitations externes (son 
d’une trompette et grattage de l’oreille); neuf, dix jours apres 
la derniére injection, ils ont subi la méme excitation externe. 


Lapin n° 13 ; 
Avianitee xpCricn CeCe ul mein me cmcme a in) o> 41.600 leucocytes. 
Trois A cing heures aprés........=..- 17.900 


Sept heures apres... .-. . . .-- . Ase. 6 HGsSoo me 
Vingt-quatre heures aprés.........- 12.000 — 
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Lapin n° 98 : 


Avantdliexpenience; fick eetsseite, ch: pee 7.900 leucocytes. 
Trois heuresvapres’. ues ee La Pe ee tS 28.420 — 
Ging heuresvetdemierapres: Fs. ee 16.820 — 
Vingt-quatre heures aprés .......... 13.300 = 


Lapin n° 14 (controle) : 


INV ECR GY RKN NEC 5 a GP ho po & Shaw 8.000 leucocytes. 
Trois;heurestapress. -e2 so) ee) ee 7.750 — 
Se NEM MCY ORG t bt of Ge yO iS cao oe 8.100 = 
Vingt-quatre heures apres ........ oe 80.0 — 


Experience Ii. — Deux lapins (n° 25 et 90) ont recu plus de 
25 fois dans le sang des vibrions cholériques chauffés; on fait 
agir chaque fois une excitation externe (son d’une trompette, 
grattage de Voreille); dix jours aprés la dernitre injection les 
lapins ont subi plusieurs fois la méme excitalion externe. 


Lapin n° 25; 


Oumzeaminites apressg-m ra ee commer 40.000 leucocytes. 
Tfois a cing heures aprés 2. 25 24.900 _ 
Six heures et demie apres .......... 13.700 — 
Vingt-quatre heures apresm. .0. 0s) see 8.700 — 
Lapin n° 90 : 
AV aDE: VEX CIALVON maw eis, siete) ty eh aah 7.900 leucocytes. 
TroVswheures Gurecy as wea wee a re 9.500 os 
DLEMVCULES AD LES cue nmin Selmi ae ener eeeen ae me 9.100 — 
Vingt-quatre heures aprés .. 5. 05. .%. 15.200 _ 


Lapin n° 22 (contréle) 
a recu dans le sang 1 cent. cube d’une émulsion de vibrions cholériques. 


Quarante-cing minutes aprés linjection ... 2.900 leucocytes. 
Troissheures et demie*apres —~ 9. ess -mee 2.300 -- 
ele INGROHK POLY OKINKE GIDE G 5 ho 6 AS a 4 4 6.700 -- 


Ningt-Wuit eure sia pes: muir armies 19.000 — 
Quarante-huit heures aprés ......... 10.000 — 


Des 10 lapins qui ont été soumis & ces expériences, 2 sont 
morts; sur les 8 qui restent, 5 ont donné des réflexes condition- 
nels du sang; les 3 derniers ont été indifférents. 

Ces expériences nous démontrent qu’il est possible de provo- 
quer une réaction leucocytaire dans le sang d’un animal, 
préparé par une simple excitation externe (son d’une trompette, 
grattage de l’oreille, etc.), sielle est associée 4 des injections 
successives de microbes chauffés. Cette réaction leucocytaire 
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commence ordinairement trois & cinq heures apres l’excitation 
conditionnelle, et continue & se manifester pendant deux a 
trois heures. Cependant, chez quelques animaux, elle peut durer 
plus longtemps. 

Ces expériences furent répétées par MM. I. Nicolau et 
Q. Antinescu-Dimitriu (1) sur 15 lapins répartis en 3 lots de 
5 animaux chacun. Les animaux du premier Jot sont soumis 
a des excitations thermiques (application sur Voreille gauche 
d’un tube a essai contenant de l'eau chauffée & 55°) suivies 
d'injections intrapéritonéales de 2 cent. cubes d’émulsion de 
vibrions cholériques tués par la chaleur. Les excitations et le- 
injections sont continuées pendant trois semaines. Les animaua 
sont laissés au repos un intervalle de temps égal, puis on fait la 
numération des globules blancs et on établit la formule leuco- 
cytaire. Aprés cette premiére détermination, on provoque 
Vexcitation thermique seule sur 4animaux, et on refait l’examen 
du sang trois heures, six heures, vingt-quatre heures aprés. 
Le cinquiéme animal servait de témoin et ne fut soumis a 
aucune excitation. Voici quelques résultats donnant, pour un 
des animaux en expérience et un témoin, le nombre des leuco- 
cytes et le pourcentage de la formule leucocytaire : 


} 


ANIMAL EN EXPERIENCE TEMOIN 
n n n n 
= La n =| Lu x n 
re Be on © ae oe 
> 29, St Ay r ox Sa 
< ao rics < 36 26 
ce) QR So) RXR 


Polynucléaires. .. . 2% . ~; 50 78 54 15 75 70 
Lymphocytes = == = = Ses 27 42 31 10 10 18 
NomOo CWE See leh eee ee el 16 | 7 8 1 4 44 7 
Nombre de leucocytes. . . .| 10.000 | 15.000 | 11.000 | 9.000 | 8.000 | 9.500 


On note d’abord une hyperleucocytose (15.000), puis une 
augmentation du pourcentage des polynucléaires aux dépens 


des lymphocytes. 
Les animaux du deuxiéme lot ont été soumis a des excitations 


(4) Nicotau et Anrinesco-Dirrerv, Réflexe conditionnel et formule leucocy- 
taire. C..R. Soc. Biol., 101, 1929, p. 135. 
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tactiles (grattage de Voreille gauche pendant deux minutes) 
suivies d’injections intra-périlonéales de vibrions cholériques. 
Les résultats obtenus sont absolument superposables 4 ceux 
donnés par le premier lot. 

Les animaux du troisiéme lot ont subi des excitations senso- 
rielles auditives (son fort d'une cloche pendant deux minutes). 
On a alors obtenu chez ces animaux une légére hyperleucocy- 
tose, mais dans la formule leucocytaire les polynucléaires ont 
diminué aux dépens des lymphocytes. 

Toules ces expériences nous montrent qu il est possible de 
provoquer une réaction leucocytaire dans le sang, non seule- 
ment par l’injection de microbes, mais aussi par une excitation 
externe conditionnelle, c’est-a-dire par l’intervention du sys- 
téme nerveux. 

Le D* Lobatch (1) a obtenu les mémes résultats chez ! homme. 
En se servant de la méthode des réflexes conditionnels, il a pu 
démontrer que la leucocytose digestive chez homme, dans la 
plupart des cas, est un réflexe conditionnel. L’augmentation du 
nombre des leucocytes dans le sang périphérique peut étre 
provoquée par des excitations conditionnelles comme la 
sécrétion de la salive, du suc gastrique, de l'urine, etc... 

Les expériences ont été organisées de la facon suivante : 
Le sang est prélevé du doigt de homme sain ou du malade 
atteint de maladie mentale. Puis, pendant un temps déler- 
miné, la nourriture lui est montrée (pain, pommes, ete...). 
Dix minutes aprés le début de cette présentation de nourriture, 
il préléve du sang d’un autre doigt ou méme de l’autre main. 
Pour obtenir du sang, il se sert de Vaiguilie de Franck. 
L’endroit de la piqtre est soigneusement lavé a I’alcool 
et a l’éther. La premiére goutte est essuyée avec du coton. 
Le sang est dilué avec du liquide de Turk. Le dénombre- 
ment est fait avec la chambre claire de Burker. Le réseau 
tout entier est compté. 

Les expériences ont porté sur 26 personnes : 6 bien portantes, 
4 atteintes de paralysie générale, 11 schizophréniques, 4 oligo- 
phréniques et 1 épileptique. 186 expériences ont été faites. 


(1) Dr Losatcn, Réflexes leucocytaires conditionnels chez les hommes 


malades ou sains. Congrés russe des psychiadtres et neuropathologues 
& Moscou, 1927. 
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Dans 18 seulement (9,7 p. 100) nous avons eu, aprés la présen- 
tation de la nourriture, un nombre de leucocytes égal ou 
inférieur & celui d’avant. Dans 24 cas (11,3 p. 100), l'augmen- 
tation de leur nombre était de 2 & 8 p. 100; dans les autres, 
de 10 & 150 p. 100, atteignant dans quelques cas isolés 150 & 
200 p. 190 du nombre primitif. 

Nous donnons ci-dessous les conclusions de l’intéressant tra- 
vail du D* Lobatch : 

1° La leucocytose accompagne non seulement la prise de 
nourriture, mais aussi la vue de celle-ci; 

2° Le réflexe leucocytaire peut étre également provoqué par 
Ventourage lié a la prise de nourriture; 

3° Le réflexe leucocytaire se produit aprés une période 
latente variant de cing & quinze minutes; 

4° Le nombre de leucocytes dans le réflexe leucocytaire condi- 
tionnel dépasse souvent le chiffre de controle élabli & la suite 
d’une prise de nourriture ; 

5° Chez les personnes a excitabilité alimentaire trés forte, 
telles que les oligophréniques et certains paralytiques généraux, 
le réflexe leucocytaire conditionnel est particuliérement net et 
montre un nombre de leucocytes double, et quelquefois plus, 
du nombre habituel. 


II. — R&FLEXES CONDITIONNELS ET FORMATION DES ANTICORPS. 


Continuant nos recherches, nous ‘avons entrepris toute une 
série d’expériences sur le réle des réflexes conditionnels dans la 
formation des anticorps dans le sang. 5 lapins ont recu chaque 
jour, dans le péritoine, 2 cent. cubes d’émulsion de vibrions 
cholériques chauffée. Chaque injection était précédée d’une 
excitation exlerne (pendant une, deux minutes) : chauffage 
d'une oreille par une plaque métallique portée préalablement 
a 50, 55°, ou grattage d’une région déterminée sur le flanc. Les 
lapins ont recu 12 4 15 injections successives pendant deux 
semaines. 2 de ces lapins sont morts accidentellement. Les 
3 lapins restants ont été soumis aux expériences ultérieures. 
Trois semaines apres la derniére injection, nous avons pris du 
sang de chaque lapin et déterminé le titre de l’agglutination 
qui fut trouvé assez élevé. 2 lapins (n® 92 et 93) ont subi les 
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eos ; onan : : 
excitations externes habituelles (5 fois en vingt-quatre heures). 
Le lapin 96 Gtait laissé, comme contréle, sans excitations. 
Tandis que chez les lapins 92 et 93 le titre de agglutination 
monte successivement et atteint son maximum le cinquiéme 
Tapteau I. — Ghangement du titre de lagglutination chez deux 


lapins (n°s 92 et 93) ayant subi les excitations conditionnelles et 
chez un lapin témoin (n° 96). 


[cs] 
= = 
Et ee e a = a 2 iS 
Sas 5 3 5 5 fa B 
NUMERO < oo 24 Aour < = < < & & 
aes a a a B on * 
ae Ht = 
92 1/450 || Excitation. | 1/870 | 4/623 | 4/570 | 4/650 | 1/500 | 1/375 
93 1/4600 | Excitation. | 4/1700 | 1/1800 | 1/2000 | 1/2300 ; 1/1600] 1/900 
96 1/200 Témoin. 4/225 | 4/200 | 4/200 | 4/200 | 4/175 4 f{AT5 
Ree a a ett ae ea eR ee aml hs aa a 


ou sixiéme jour, chez le lapin de controle 96 le titre de ’agglu- 
tination reste & pew prés au méme niveau (voir Tableau I). 
est intéressant de noter que le titre apres étre monté Jusqu’au 
maximum redescend, dix & quinze jours aprés |’excitation 
conditionnelle, plus bas qu’il n’était avant l’expérience. 

Nous avons répété cette expérience sur les mémes animaux 


Tasteau Il. — Changement du titre de l’agglutination deux mois 
aprés Ja derniére injection: deux Japins 93 et 96 sont exposés 
aux excitations externes; le n° 92 a servi de témoin, sans exci- 
tations. 


[<>] or & | a B I 3 

an! oo om od s am x 

2 43:9 =) eal cS a =) ca) 

Bas |). 2 = E 5 2 & 

NUMERO 6 £= | 13 ocrosrEe 5 S) o 5 iS s 

So s a (a) ° Oo fo} oO oO 

eo | i) = 20 co rs So Sl 

_ _ — = = = A fo | 
92 1/100 | -Témoin. | 1/100 | 1/100 | 1/400 | 4/100 | 4/100 | 1/100 
93 4/4150 Excitation. 1/200 | 1/200 | 1/200 | 41/200 | 4/450 | 1/50 
£6 1/50 Excitation. | 1/50 1/150 | 1/100 | 1/400 | 1/50 4/25 


deux mois aprés (Tableau II). Les 2 lapins 93 et 96 ont subi les 
excitations conditionnelles (3 fois en vingt-quatre heures). 
Le lapin 92 servait de contréle. Comme le montre le Tableau II, 
le titre de lagglutination monte chez les lapins 93 et 96, et 
reste au méme niveau chez le lapin témoin 92. 
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Dans une autre série d’expériences, nous avors oblenu des 
résultats encore plus démonstratifs. 2 lapins (n° 13 et 91) ont 
recu dans les veines auriculaires 23 injections de choléra 
chauffé. Chaque injection était précédée d’une excitation 
externe (son d’une trompette pendant deux a trois minutes). 
Dix-huit jours aprés la derniére injection, nous avons pris du 
sang de chaque lapin et déterminé le titre de l’agglutination. 
Le lendemain, les deux lapins ont subides excitations externes. 


Tasteau Il. — Changement du titre de lagglutination chez deux 
lapins (n°s 93 et 91) ayant subi les excitations conditionnelles. 


NUMERO eaten 22 MAI 23 MAI 24 MAI | 25 mat 28 MAI 2 JUIN 
91 4/160 4/320 | 4/320 4/320 4/240 4/240 4/160 
93 1/80 1/160 1/640 1/480 1/480 4/320 1/320 


Ces expériences nous démontrent qu'il est possible de provo- 
quer les réactions de limmunité (réactions des cellules et for- 
mation des anticorps), non seulement par l'injection des 
antigénes dans le sang, mais aussi par une excitation condi- 
tionnelle, c’est-a-dire par intervention du systéme nerveux. 

Nos expériences furent répétées derniérement par M. Nicolau 
et O. Antinescu-Dimitriu sur 15 lapins répartis en 3 lots 
de 5 animaux chacun (1). 


PREMIER EY DEUXIEME Lots. — On provoquait une excitation ther- 
migue pour le premier lot (application pendant deux minutes, 
toujours sur la méme oreille, d’un tube a essai contenant de 
Veau chauffée & 55°) et ume excitation tactile pour le second 
(grattage de Voreille pendant deux minutes). On faisait aux 
animaux, immédiatement aprés, une injection intrapéritonéale 
de 2 cent. cubes d’une émulsion de vibrions cholériques tués 
par fa chaleur. Aprés trois semaines d’injections quotidiennes, 
on laissail les animaux au repos pendant trois semaines. Passé 
ce temps on titrait les agglutinines dans le sérum. 


(1) Nicotau et Anrinescu-Dimrrriu, Role des réflexes condilionnels dans la 
formation des anticorps. C. R. de la Soc. de Biologie, 1929, p. 133. 
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Voici, a titre d’exemple, les résultats obtenus chez un animal 
excité et chez le témoin : 


oO 
a x * 
oa TITRE AGGLUTINANT APRES LE REFLEXE 
ase 
xee 
eras. 
ea kd 10 i 12 13/41 | 5208 
as avril avril avril avril avril | avril 
oO 


a | | ee ee 


1. Animal en expérience .| 1/600] 1/1000 | 1/1600 | 1/1800 |41/1200 | 1/900 | 1/600 
2. Animal témoin . .| 1/600| 1/600 [41/600 {4/800 |4/800 | 1/600 | 1/600 
| 


) 


L’ensemble de ces expériences permet de constater que le 
litre de agglutination augmente chez les animaux en expé- 
rience dans des proportions qui atteignent le double et méme le 
triple, comparativement au lilre constaté avant l’excilation ou 
a celui de l’animal témoin. 


Le rroisiéme Lor est constitué par 5 lapins chez lesquels on a 
provoqué des excitations sensorielles auditives (son fort et 
strident d’une cloche pendant deux minutes) suivies aussitot 
‘d’une injection intra-veineuse de vibrions cholériques. 

Ces expériences n'ont pas réussi et n’ont pas donné d’aug- 
mentation trés nelle du titre agelulinaal. 

Il me semble que cet insuccés s’explique par ce fait que les 
expérimentateurs ont fait agir une excilation trop forie et 
désagréable. D’aprés les travaux de Pavlov, nous savons que les 
excitations fortes et douloureuses empéchent la formation des 
réflexes condilionnels. 

En se basant sur ces faits, nous pouvons dire que la formation 
des anticorps n’est pas le résultat d’une réaction entre Vanti- 
gene et les récepteurs, comme le pensait Ehrlich, mais un 
processus purement physiologique. 

Sirement les anticorps sont sécrétés par quelques organes 
ou cellules, comme toutes les autres sécrélions : salive, sucs 
digestifs, lait, etc... Celte sécrétion est réglée par les centres ner- 
veux. Aprés l’immunisation, les organes en question s’adaptent 
aux antigénes et acquiérent une nouvelle faculté de produire 
des substances spévifiques ou anticorps. Cette faculté se conserve 
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assez longtemps. Les anticorps peuvent disparaitre dans le 
sang, mais la facullé de les produire subsiste. Sous l’influence 
d'une excitation naturelle ou conditionnelle, la production de 
certains anticorps peut se renouveler. 


II. — Rérrexrs conpitionneLs EY REACTIONS CELLULAIRES 
DANS LE PERITOINE. 


Dans une série de travaux raits en collaboration avec Tou- 
manoff et Chorine, nous avons démontré que l’introduction 
dans ie périloine d’une émulsion de microbes ou de sub- 
stances étrangéres provoque toujours une réaction de défense 
typique. Ces réactions de défense peuvent varier beaucoup 
sous l’action de différents excitants, c’est-a-dire de diffé- 
rents microbes, toxines, corps étrangers introduits dans l’orga- 
nisme. Ainsi, en injectant dans le péritoine d’un cobaye 
une émulsion de microbes donnés, nous pouvons toujours 
provoquer une réaction typique. La durée et Ja force de ces 
réactions dépendent de la quantité et de la qualité des sub- 
stances injectées. Puisque toutes ces réactions sont involon- 
taires, nous pouvons dire que ce sont des réflexes de défense 
internes. 

Il convient de rappeler que chez un animal normal, non 
injecté, l’exsudat péritonéal est transparent et ne contient que 
de trés rares éléments. On y trouve surtout des lymphocytes et 
des monocytes. 

Presque aussitét aprés injection d'une substance étrangére 
dans le péritoine, les leucocytes apparaissent en grand nombre 
et ce nombre augmente d’heure en heure. 

Ce sont surtout les polynucléaires qui commencent a réagir 
dans les premiéres heures aprés linjection. Vers la fin du pre- 
mier et du second jour, le nombre des polynucléaires diminue 
rapidement. Ensuite les monocytes apparaissent en grande 
quantité pour atteindre le maximum vers les troisiéme et 
quatriéme jours aprés l’injection. 

En dernier lieu viennent les lymphocytes qui sont les plus 
nombreux vers les cinquiéme et septiéme jours. 

Ainsi nous voyons que le réflexe de défense présente toute 
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une série de réactions correspondantes des cellules de l’orga- 
nisme. 

Voyons maintenant si nous ne pouvons pas provoquer ces 
réactions de défense non seulement par une excitation normale 
(injection dans le péritoine de microbes et autres substances 
étrangéres), mais aussi par l’application des excitations condi- 
tionnelles externes. 

Nous avons fait nos expériences sur 24 cobayes. 

Avant l’expérience, nous avons prélevé sur chaque cobaye, a 
l'aide d’une pipette Pasteur, effilée, une goutte du liquide péri- 
tonéal, pour étudier sa composition normale. 

Cing minutes aprés, nous avons injecté 1 ou 2 cent. cubes 
d’une émulsion de tapioca ou de microbes chauffés. 

Voici quelques-uns des résultats obtenus : 


Expirience I. — Réactions des cellules dans le péritoine 
d’un cobaye qui a recu dans son péritoine 2 cent. cubes d’une 
émulsion de tapioca. 


FORMULE LEUCOCYTAIRE 


$ is © QUANTITE 

S = B 

3 S 8 de cellules 

q (=| 2. 

= © a 

s A B 
ANG TO, INI CCD OMS Ge A Ges oa oe cae 0 35 65 — 
Une demi-heure apres. .. . . a ae ane h 16 80 oa 
! Deux heures aprés.. 2... 2... .|—~26 14 60 re 
Ging heures. apres. (4 mi me en =) eilnO 8 2 4 
Vingt-quatre heures aprés....... 82 16 2 Heath tle 
Quarante-huit heures apres 47 35 8 oetoetaet= 
ros jourssapresy. a) 1... 29 21 tt 
CMGHOURS-APTCS . oss hs) ce nes 12 37 5A ee 
Expérience I. — Le cobaye 45 a recu 21 injections d’une 


émulsion de tapioca. 

Avant chaque injection, on appliquait sur la peau (poitrine 
gauche) une plaque métallique chauffée a 50°; quinze jours 
aprés la derniére injection, la méme région de la peau fut 
chauffée plusieurs fois. 
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FORMULE LEUCOCYTAIRE 
P Bs 
oO n Hw 5 
aS 2 © o 3 
s S & = 8 
ss 5 & = Co) 
a a 5 ‘< 
Pm 
Z = 
ees Si 
| ! 
Avant injection. ..... 0,6 25 74 + 
Une demi-heure apres. . . 5 32 63 ++ 
Wemxheurestapres.. «4. - 34 19 5 --+-4- 
Cing heures aprés. .... . eae 73 22, 5 pt 
Vingt-quatre heures apres. . . 25 30 45 -- 
Quarante-huit heures apres . . 12 65 23 ae 
Exprértence III. — Le cobaye n° 16 a recu 18 injections d’une 


émulsion de B. anthracoides, associées & une excitation 
externe (chauffage d’une région de la peau & 50°). Quinze jours 
apres la derniére injection la méme région de la peau fut 
chauffée plusieurs fois. 


FORMULE LEUCOCYTAIRE 
n 
n Bg 4 
Eval eal eee Meese 
Ss = > a 8 
2 3 a e © 
z 8 = ce 
= = Ss 
jal 4 
JASEVNG UES CMT OKO. 5 6. Oo Oe ee 0 35 54,5 ao 
| Trois heures aprés. .... . Jeet ERle 52 27 a4 +++ 
| Vingt-quatre heures apres . Sete tent 2 30 58} +--+ 
Quarante-huit heures aprés ....... 7 50 43 + 


En examinant les résultats des expériences II et Ill nous 
voyons que les cobayes 45 et 16 qui n’ont rien recu dans le 
péritoine mais qui étaient excités extérieurement donnent la 
méme réaction cellulaire que le cobaye 42 (Expérience I). 
Cette réaction est plus faible et plus passagére que chez 
Vanimal qui a recu l’émulsion de tapioca dans le péritoine, 
mais elle est trés démonstrative. 

Nos expériences furent répétées et vérifiées par plusieurs 
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auteurs. Les D® Vigodchikoff et O. Barykina ont fait leurs 
expériences sur 41 cobayes. Une partie de ces cobayes ont subi - 
des excitations condilionnelles (chauflage dune région de la 
peau). Aussitot aprés le chauffage, chaque cobaye recevait 
dans le péritoine 2 cent. cubes de bouillon ordinaire. Les 
autres cobayes (contréles) recevaient dans le péritoine 2 cent. 
cubes du bouillon, mais sans excitation conditionnelle. Tous les 
cobayes ont recu des injections pendant vingt et un jours. 
Douze jours aprés la derniére injection la premiere partie des 
cobayes a subi plusieurs fois des excitations conditionnelles. 
Le second groupe (controle) a recu dans le péritoine la dose 
habituelle de bouillon (1). 

A titre d’exemple nous donnons le résultat de deux expé- 
riences (cobayes n®* 12 et 10). 


Copave n° 12 (témoin), a recu dans le péritoine 21 injections 
de bouillon (2 cent. cubes); douze jours aprés la derniére injec- 
tion il a recu 2 cent. cubes de bouillon. ; 


FORMULE LEUCOCYTAIRE 
n 
ne | 
ep g & n 
53 8 5 A g 
ae | = = = 3 
Se lie Siac ee Se 
o eel a & ou 
a S SI 
So La g S 
cH) 2 S ay 
= oe! 
, re . . | 
AVANT BLEED CELCM CE. lente sanne /-amne images 2 26,5 i 53 
Une demi-heure aprés. ......- 2 12 19 
LOUIS IKONS BYE eG ee Ae 69 3 26,5 
CONe] INGHIRSS BORIS BS os 8 a ol ol 6,5 76,5 4 43 
Vinget-quatre heures aprés......| 5 5 42 44,5 6,5 


Copaye n° 40. — A recu 21 injections de bouillon (2 cent. 
cubes) associées & des excitations extérieures (chauffage d’une 
région de la peau); douze jours aprés Ja derniére injection il a 
subi plusieurs fois des excitations extérieures. 


(1) Vicoocatkorr et Barykena, Le réflexe conditionnel et la réaction cellu- 
laire protective. Journ. de biol. et méd. expér., 4, 1927. Moscou (en russe). 
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FORMULE LEUCOCYTAIRE 
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Polynucléaires 
Mononucléaires 
Lymphocytes 


je 
bo 


Avant lexpérience 

Une demi-heure aprés 

Deux heures aprés 

Cing heures aprés. .. . . 
Vingt-quatre heures aprés...... 


Nowe 
oc bl 


En comparant les deux tableaux nous voyons que les réac- 
tions leucocytaires dans le péritoine du cobaye n° 10, quia subi 
seulement des excitations externes (sans injection), sont les 
mémes que chez le cobaye n° 12 qui a regu dans le péritoine 
2 cent. cubes de bouillon. 

Ainsi, nous voyons qu'il est possible de provoquer une réac- 
tion leucocytaire dans le péritoine par une excitation exlerne 
conditionnelle sans lintroduction de l’antigéne dans la cavité 
du corps. 

Les mémes résultats ont été obtenus par deux éléves du pro- 
fesseur Pavlov, les D'* Podkopaieff et Saatchian, qui ont fait leurs 
expériences sur 14 lapins. Ils ont pris toutes les précautions vou- 
lues pour exécuter ces expériences d’aprés la technique du profes- 
seur Pavlov. Comme excitations conditionnelles ils ont employé 
la sonnette électrique quils faisaient sonner pendant vingt 
secondes. Aussit6t aprés celte excitation ils introduisaient dans 
le péritoine des lapins 1 cent. cube d’une culture de staphylo- 
coques chauffés. Dix jours aprés la derniére injection, les lapins 
ont subi 5 excitations conditionnelles (sonnette électrique). 

Leurs expériences ont pleinement confirmé nos résultats. 
Ils sont arrivés aux conclusions suivantes : « L’apparition des 
réflexes conditionnels sur les réactions cellulaires dans 'immu- 
nité est un fait incontestable. Nous pensons que cette constata- 
tion pourra avoir une grande importance pour la clinique (4). » 


(1) Popkoparrr eb Saarcaran, Réflexe conditionnel dans Vimmunité. Journ. 
Biol. eaper. et Médec., 11, 1929. 
44 
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Nous devons encore citer un travail récent de M"° Ostrovs- 
kaya (1). Elle a fait ses expériences sur 43 cobayes qui ont requ 
dans le péritoine pendant trois semaines des injections d’anti- 
gene (bouillon) associées & des excitations externes (grattage, 
chauffaze, électricité). Sur 43 cobayes qui subirent excitation 
conditionnelle, 35 montrirent des réactions positives, 5 res- 
térent indifférents. Sur 36 cobayes neufs (témoins) 8 mon-_— 
trérent une réaction leucocylaire aux excitations thermiques 
(chauffage de la peau du ventre par la plaque métallique 
chauffée & 55°-57°). Le grattage s’est montré parfaitement indif- 
férent et n’a eu aucune influence sur les témoins. Quant au 
chauffage de la peau du ventre il n’yarien d’étonnant que cette 
excilation ait produit une réaction leucocytaire dans le péri- 
toine chez quelques témoins. Il fallait pratiquer ces excitations 
thermiques non pas aut ventre, mais aux jambes ou sur le dos. 
Pour préciser le role du réflexe conditionnel dans la formation 
des anticurps, M™° Ostrovskaya a immunisé 12 lapims avee un 
vaccin typhique. Chaque injection de vaccin était associée a 
une excitation conditionne!le externe (sonnerie électrique et, 
chez deux lapins, chauffage par une plaque métallique). 

Sur 12 lapins immunisés, 11 montrérent une élévation du 
titre agglutinant a lexcitation condilionnelle externe sans 
injeclion d’antigéne. Comme sujets de contrdle, M™* Ostrov- 
skaya a pris 11 lapins qui avaient été immunisés avee des 
vaccins typhiques et cholériques dans des expériences anté- 
rieures, mais sans avoir été soumis 4 des excitations condi- 
tionnelles. Les excitations appliquées furent les mémes. Sur 
11 lapins, 9 accusérent, & l’excitation externe sans introduction 
d’antigéne, une élévation du titre de l’agglutination. 

C’était une erreur de la part de M™ Ostrovskaya de prendre 
comme contréle pour ces expériences des animaux qui ont 
subi immunisation, car ces animaux peuvent réagir A toutes 
sortes d’excitations qui se sont associées pendant l'immunisa- 
tion. Par exemple, le transport au laboratoire, l’éclairage du 
laboratoire, la vue de l’expérimentalteur peuvent agir comme 
excitations conditionnelles. 


On sait bien a présent d’aprés les travaux de Pavlov que 


(1) Ostrovyskaya. Ces Annales, 44, 1930, p. 340. 
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chaque réflexe conditionnel peut remplacer complétement un 
réflexe normal ou inconditionnel et qu'il est réglé par le 
systeme nerveux. 

Du moment que nous avons provoqué une réaction cellulaire 
dans lexsudat péritonéal par une excitation conditionnelle, 
cela montre que cette réaction cellulaire elle-méme est réglée 
par les centres nerveux. 


IV. — R&ELexEs CONDITIONNELS DANS L’IMMUNITE. 


Nous avons démontré, dans les chapitres précédents, qu’il est 
possible de provoquer toutes les réactions de défense et de 
Pimmunité par des excitations externes conditionnelles, c’est- 
i-dire sans l’introduction des antigénes dans l’organisme. 

Méme la réaction cellulaire la plus compliquée de l’exsudat 
péritonéal se reproduit trés bien par Vintermédiaire du systéme 
nerveux. 

La question se pose : N’est-il pas possible d’utiliser ces 
rétlexes conditionnels comme moyen de défense contre une 
infection mortelle? 

Pour résoudre cette question nous avons fait une série 
d’expériences : 


Exp. I. — Deux cobayes, n®* 95 et 96, ont reeu dans le péri- 
toine 12 fcis des filtrats de staphylocoques associés 4 une 
excitation externe (grattage de la peau); dix jours aprés la 
derniére injection la méme région de la peau était grattée plu- 
sieurs fois. 

Le lendemain les 2 cobayes, ainsi qu'un témoin (cobaye n° 85), 
recoivent dans le péritoine des doses mortelles de vibrions cho- 
lériques (1/25 de culture sur gélose). 

Tandis que le témoin 85 meurt en six heures, les deux cobayes 
a réflexes conditionnels restent vivants. 


Exe. II. — Deux cobayes, n° 20 et 75, ont regu dans le péri- 
toine 25 fois B. anthracoides, associé & une excitation externe 
(grattage). Quinze jours aprés la derniére injection, la méme 
région de la peau était grattée chez le cobaye n° 20. Le lende- 
main les cobayes 20 et 75, ainsi que le témoin 48, regurent 
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une dose mortelle de choléra (1/20 de culture sur gélose) . 
Le témoin n° 48 meurt aprés sept ou huit heures. Le n° 75, 
quin’avait pas été excité, meurt apres 6 heures. 
Le n° 20 meurt aprés trente-six heures (la dose était trop 
forte). 


Exe. LI. — Deux cobayes, n° 21 et 16, ont recu dans le péri- 
toine des injections de B. anthracoides, associées & une excita- 
tion externe. Dix-sept jours aprés la derniére injection, les 
2 cobayes furent grattés plusieurs fois. 

Le lendemain les cobayes n°® 21 et 416, ainsi que le témoin 
n° 69, ont recu une dose mortelle de choléra. 


Tandis que le témoin meurt, les cobayes n®* 21 et 16 restent 
vivants. 


Exp. IV. — Les 2 cobayes n®* 21 et 16 sont de nouveau 
éprouvés (un mois apres la derniére injection de choléra). C’est 
le cohaye n° 16, seul, qui est exposé a des excitations condi- 
tionnelles. Le cobaye n° 24 reste intact. 

Le lendemain les cobayes n* 16 et 21 recoivent dans le péri- 
toine, ainsi que les deux témoinsn® 10 et 11, des doses mortelles 
de streplocoques virulents. 


Les 2 témoins n® 10 et 11 et le cobaye n° 24 sont morts; le 
n° 16 reste vivant. 


fixe. V. — Six cobayes, n® 1, 2, 3, 4, 5, 6, ont regu dans le 
péritoine 20 fois une émulsion de staphylocoques chauffés. Les 
injections étaient associées & une excilation externe (grattage). 

Vingt jours aprés la derniére injection, 3 cobayes, n°*1, 2, 3 
sont apporlés au laboratoire et exposés & des excitations con- 
ditionnelles (5 fois en une heure). Deux heures aprés la der- 
niére excitation, les 3 cobayes, 1, 2, 3, ainsi que les 3 autres 
n° 4, 5, 6 (témoins) restés a l’écurie, sans excitation, ont recu 
des doses mortelles de choléra dans le péritoine (1). Tandis que 
les cobayes n° 4, 5 et 6 meurent le lendemain, les cobayes n® 4, 
2, 3 qui ont subi les excitations conditionnelles restent vivants. 


(1) On doit injecter les cobayes-témoins sur place pour éviter des excita- 
tions conditionnelles, accidentelles. Le transport au laboratoire, l’éclairage et 
la vue du laboratoire, etc. peuvent agir comme excitations conditionnelles. 
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Toutes ces expériences nous démontrent que chez les cobayes 
a réflexes conditionnels, sous linfluence d’un excitant corres- 
pondant, peuvent se produire dans le péritoine des réactions 
de défense qui les préservent dans certains cas d’une infection 
mortelle. 


V. — REFLEXES CONDITIONNELS DANS LES MALADIES. 


Les causes des maladies sont des excitations nuisibles qui 
provoquent des douleurs et différentes sensations de malaises. 

N’est-il pas possible de créer des réflexes conditionnels pour 
les maladies comme nous I’avons fait pour l’immunité? 

En étudiant les travaux trés nombreux traitant des réflexes 
conditionnels et faits par les éléves du professeur Pavlov, nous 
avons trouvé deux mémoires qui répondent & cette question. 
Ce sont ceux du D* Podkopaieff (1) et du D* Kryloff (2). 

Le D* Podkopaieff a fait ses expériences sur un chien « Ada » 
présentant une fistule chronique de la glande parotide; une 
injection d’apomorphine (chlorhydrate d’apomorphine 0,4 p.100, 
1 cent. cube) lui était faite. Des expériences anlérieures lui 
avaient montré que, chez ce chien, le vomissement survenait 
au bout de cing et demie & six minutes, et la période de nausées 
(salivation, inquiétude, respiration accélérée) commence deux 
et demie & trois minutes aprés l'injection. L’expérience en elle- 
méme consistait & faire entendre, deux minules aprés l’injec- 
tion d’apomorphine, le son d’un tuyau d’orgue d’une hauteur 
définie ; ce son continuait pendant toute la durée des nausées et 
du vomissement, prenant fin en méme temps que ce dernier. 
Cette combinaison du son avec le vomissement était répéiée au 
plus trois fois par séance (pour éviter l’épuisement du chien) 
avec des intervalles entre Jes expériences. 

La formation du réflexe conditionnel] fut assez lente; cepen- 
dant, aprés 202 coincidences du son avec l’acte du vomisse- 
ment, le son zso/é, sans injection d’apomorphine, a provoqué 
pour la premiére fois une salivation nettle; en méme temps le 
chien se léchait les babines, semblait inquiet et respirait péni- 


(1) Pooxoparrr. Journ. de Biol. expér. et Médecine, 44, 1929 (en russe). 
(2) Krytorr. Arch. des Sciences Biol., 1925 (en russe). 
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blement en laissant pendre sa fangue. Continuant a renforcer 
‘le réflexe, on a pu bientdt lobtenir d'une fagon constante : a - 
chaque son isolé du tuyau d’orgue, le chien montrait toutes 
les caractéristiques des nausées. Par la suite on a pu, deux ou 
trois fois, obtenir, au son isolé, tout le complexe du vomisse- 
ment apomorphique, depuis la salivation jusqu’a la sortie par 
la bouche des résidus de nourriture provenant de l’estomac. 

Le D' Kryloff a pu démontrer l’existence des réflexes condi- 
tionnels dans les. phénoménes d’empoisonnement. 

En étudiant action de la morphine sur le chien, ila remarqué 
qu’en répétant les injections de morphine piusieurs fois, il ne 
se produit pas une atténuation niune accoutumance & ce poison. 
Au contraire, les phénoménes d’empoisonnement se manifes- 
taient beaucoup plus vite et avec plus d’intensité. 

Ce fait resta incompréhensible jusqu’au moment owt il put 
remarquer que les phénoménes d’empoisonnement apparais- 
saient souvent, méme avant linjection de morphine, c’est-a- 
dire au moment de la préparation des seringues, etc. 

Alors Vidée lui vint que ce phénoméne pouvait s’expliquer 
par Vexistence des réflexes conditionnels. L’expérience suivante 
a pleinement confirmé cette idée. 

IL a pris un chien auquel il injectait sous la peau de la jambe 
gauche, chaque jour, une dose de morphine qui provoquait 
toujours la maladie typique : vomissements, défécations, 
sommeil, ete. 

Aprés huit & dix jours il injecta & ce chien, au lieu de mor- 
phine, de eau physiologique, et il vit apparaitre les mémes 
phénoménes.d’empoisonnement. Kn comlinuant ces expériences 
encore quelques jours, il] parvint 3 provoquer des phénoménes 
dempoisonnement par Vintroduction dune aiguille sous la 
peau de la jambe, ou en faisant du bruit avec les seringues, etc. 
Souvent l'apparition de l’expérimentateur dans la chambre pro- 
duisait le méme effet sur le chien. 

Toutes ces expériences démontrent que les réflexes. condition- 
nels peuvent jouer un role trés important, non seulement dans 
les réactions d’immunilé, mais aussi dans différents malaises. 

Tout ce qui entoure le malade peut agir comme excitant 
conditionnel, provoquant la méme maladie que la cause pri- 
mordiale. 
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De ce point de vue, les sensations de douleur et de malaises 
peuvent se produire, non seulement sous l’influence d’une 
cause naturelle (virus, intoxication, etc.), mais aussi par l'action 
des différents excitants qui s’associent accidentellement pen- 
dant la maladie. 

Il est possible que dans beaucoup de maladies chroniques et 
nerveuses (asthme, troubles cardiaques, névroses, etc...), les 
accés et les paroxysmes se produisent sous influence d’exci- 
tants conditionnels qui n’ont rien de commun avec la cause 
essentielle de la maladie. 

Voila pourquoi il faut traiter tel malade non par un 
reméde queleconque, mais par la suppression des excitants 
conditionnels qui se créent pendant la maladie. 

Un simple changement des conditions de la vie (c’est-a- 
dire la suppression de quelques réflexes conditionnels) suffit 
souvent pour produire un effet salutaire sur le malade. 

D'un autre cété, pendant la convalescence et l’immunisation 
se forment aussi des réflexes conditionnels qui sont trés utiles, 
car ils provoquent les réactions de défense. 

Conme nous l’avons vu dans nos expériences, ces réflexes 
conditionnels sont souvent capables de protéger Vorganisme 
contre une infection mortelle et produisent un effet salutaire. 


VI. — ROLF DU SYSTEME NERVEUX DANS L’IMMUNITE. 


Dans une série de travaux faits en collaboration avec Tou- 
manoff, Chorine et Zernof, sur les insectes, nous avons éludié 
toutes les réactions de limmunité chez les animaux (1). Nous 
avons démontré que l’immunité se réalise par cing facteurs : 

1° Digestion intracellulaire ou phagocytose ; 

2° Formation des plasmodes ou cellules géantes; 

3° Formation de capsules ; 

4° Elimination des microbes au moyen des abcés ; 

5° Formation d’anticorps (bactériolysine et antitoxine). 

Le quatriéme facteur présente un inlérét particulier, celui 


(1) S. Meratyrkov, Infection microbienne et immunité chez Galleria mell. 
Monographie de UInstitut Pasteur. Masson, éditeur, 1927, Paris. — S. Meta- 
nikov, Contribution a l'étude de VYimmunite chez les invertébrés. Ces 
Annales, 40, 1926, p. 737. 


160 ANNALES DE [/INSTITUT PASTEUR 


de la formation des abcés chez les insectes. Kn injectant aux 
chenilles de Galleria mellonella de fortes doses de microbes 
peu virulents (Thirotrizx, perfringens, etc...), Nous avons vu 
apparaitre, en deux ou trois jours, des taches noires sur la 
peau. L’étude histologigue de ces taches nous a démontré que 
ce sont de vrais abcés, mais de couleur noire, car la digestion 
des microbes chez ces insectes est toujours accompagnée d'une 
production de pigment noir. 

Il est impossible d’admettre que des formations si complexes 
et si conformes au but pourraient se produire dans l’organisme 
indépendamment du systeme nerveux. Mais comment démon- 
trer ce role du systeme nerveux dans les réactions de l’immu- 
nité? Nous avons fait plusieurs expériences sur les grenouilles, 
mais elles n’ont pas réussi. Nous nous sommes alors adressé 
aux chenilles de la mite des abeilles (Gallerza mell.), lesquelles 
conviennent bien a ce genrede recherches. Elles s’immunisent 
tres facilement envers différents microbes, et elles présentent 
en outre cet avantage que leurs centres nerveux se trouvent 
au-dessous des téguments et sont trés faciles & détruire par 
brilure. 

Nous nous sommes servi pour cette opération d’un fil de 
platine chauffé au rouge. Les chenilles la supportenttrés bien 
et lui survivent encore pendant deux & trois semaines. Nos 
expériences ont démontré que les chenilles sans ganglions céré- 
braux simmunisent bien contre des différents microbes. 
Les chenilles privées du 1°° ou du 2° ganglion thoracique 
simmunisent aussi trés bien. La destruction du 3° ganglion 
thoracique diminue rapidement leur immunité naturelle et 
acquise. La destruction d’un des ganglions abdominaux n’em- 
péche pas immunisation de ces insectes. C'est ainsi que nous 
avons démontré que le 3° ganglion thoracique joue un réle 
trés important dans l’immunité. 

Il est beaucoup plus difficile de démontrer le rdle du systéme 
nerveux dans limmunité chez les animaux supérieurs. Toutes 
nos tentatives d'isolement d’une oreille d’un lapin du systéme 
nerveux central et sympathique et d’immunisation de cette 
oreille ont échoué. 

Nous nous sommes alors adressé aux réflexes conditionnels 
dans Pimmunité. 


SYSTEME NERVEUX ET REFLEXES DANS L’IMMUNITE 164 


Comme nous I'avons vu, ces réflexes réussissent bien pour 
les réactions leucocytaires dans le sang, pour les agelutinines 
et pour les réactions cellulaires dans le péritoine. 

Les faits qu’une simple excitation exlerne (grattage ou 
chauffage d’une région de la peau) peut changer brusquement 
la formule leucocytai:e ou augmenter la production des anti- 
corps démontrent trés clairement le role du systéme nerveux 
dans les réactions de l’immunité. 

Nous savons bien aussi, d’aprés les travaux de Pavlov et de 
ses éléves, que l'écorce des hémisphéres cérébraux joue le réle 
principal dans la formation des réflexes conditionnels. 

La tache biologique de l’écorce est la signalisation. Grace a 
existence de l'écorce, l’animal et Vhomme peuvent transfor- 
mer les phénoménes si variés du monde environnant en signaux 
de telle ou telle activilé. La mise en équilibre de l’organisme 
avec son milieu gagne ainsi en finesse, exactitude et rapidité. 
La condition la plus générale de la formation d’un réflexe con- 
ditionnel cortical est la coincidence dans le temps de deux foyers 
d’excitation : l'un dans |’écorce, l’autre dans une région quelcon- 
que du systéme nerveux central, pourvu que ce dernier foyer 
soit déja en rapport avec une activité quelconque de l’organisme. 

Nous voyons & présent que ce n’est pas seulement le systeme 
sympathique, mais aussi le sysléme central, qui Joue un réle 
principal dans la formation des réflexes conditionnels et dans 
Vimmunilé. 

La question se pose tout naturellement : par quels moyens 
les centres nerveux agissent-ils sur les cellules libres dans les 
réactions de l’immunité? Ces cellules n’ont aucune connexion 
avec le systeme nerveux, et cependant elles sont stirement 
réglées par les centres nerveux. 

Comme nous l’avons vu chez les cobayes & réflexes condi- 
tionnels, un simple grattage produit une réaction cellulaire 
dans le périloine. On pourrait bien expliquer ce phénoméne 
par la chimiotaxie positive des microbes etdes substances élran- 
geres qu’on introduit dans Je péritoine. Mais dans nos expé- 
riences nous n’introduisons rien, et cependant les globules y 
viennent dans le péritoine comme s’il y avait quelque chose, et 
ils partent quand |’excitation est finie. Par quelle force sont- 
ils poussés ? l’ar quelle force sont-ils guidés quand ils vien- 
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nent travailler sur la construction des capsules, des barriéres 
et des abcés ? 

Tous ces exemples nous prouvent gue les globules blancs ne 
sont pas autonomes, ne sont pas libres comme on le pensait, 
quoiqwils n’aient pas de connexion directe avec le systeme 
nerveux. / 

Nous savons bien qwil ya une masse de cellules fixes dans 
chaque organisme qui ne sont pas en connexion directe avec 
les nerfs, et cependant elles agissent sous la direction des cen- 
tres nerveux. Comment expliquer ce fait? 

Nous devons admettre que le systéme nerveux peut agir a 
distance par quelque facteur intermédiaire : hormones, induc- 
tionou rayonnement.. 

Lorganisme présente un systeme harmonique idéal, oti des 
milliards de petites cellules travaillent ensemble, guidées par 
des centres nerveux. Il est impossible d’admettre qu'il existe 
dans ce systeme quelque catégorie de cellules pouvant agir 
indépendamment. de ce systéme. 

Dans un livre récemment paru, Spéransky donne un résumé 
de tous ses travaux sur le role du systeme nerveux en patho- 
logie. L’étude de ce role dans les divers processus pathologiques 
luia permis de constater et de montrer le lien qui existe entre 
le processus pathologique périphérique et la lésion du systéme 
nerveux; il a pu, en partie, saisir le mécanisme de ce lien. 
Dans une suite d’ingénieuses expériences et d’observations, il a 
moniré que non seulement le systeme nerveux est intéressé 
dans tous les processus pathologiques, locaux et généraux, 
mais que souvent il préside lui-méme & leur apparition. Un 
intérét particulier s’attache pour nous a ses expériences sur 
Vinfluence du systeme nerveux sur !’immunisation locale. A 
deux lapins, l’expérimentateur sectionne tous les nerfs sensitifs 
et moteurs de Voreille gauche. On place et on fixe sur les deux 
oreilles de l'un des deux une compresse d’antivirus de Bes- 
redka. Vingt-quatre heures plus tard, on injecte aux deux 
lapins, dans et sous la peau, des quantités égales d’une culture 
de staphylocoques. Le lapin de contréle, & qui on n’a pas 
appliqué de compresse d’antivirus, a montré des processus 
inflammatoires trés intenses. Chez le lapin en expérience, les 
réactions inflammatoires ont été complétement différentes pour 
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les deux oreilles. L’oreille droite, aux nerfs intacts, ne montra 
aucun phénoméne inflammatoire, tandis que loreille gauche, 
nerfs sectionnés, montra une réaction non moins forte que 
celles du lapin de controle. 

Le livre de Spéransky nous donne, de plus, Pexposé d’un 
tres grand nombre d’expériences montrant le réle du syst?me 
nerveux dans. les processus pathologiques locaux et généraux 
lors d'une inflammation aigué et chronique (1). 


VIT. — La paRoLe EN TANT QUE REFLEXE CONDITIONNEL. 


La théorie des réflexes conditionnels devait nécessairement 
attirer attention des travailleurs sur la parole, qui est un des 
excitants capables de provoquer dans l’organisme des réactions 
défensives bien définies. 

Du moment que toute excitation extérieure (chauffage, grat- 
tage, son, lumiére, ele...) peut devenir un excitant conditionnel 
provoquant une réaction définie des glandes salivaires ou 
d’autres organes, la question se pose naturellement : le méme 
résultat ne pourrait-il pas étre atteint par la parole? Autre- 
ment dit, ne pourrait-on pas transformer un mot déterminé en 
excitant, conditionnel ? 

Le premier travail dans cet ordre d’idées a été effectué par la 
doctoresse Vassilieva, au laboratoire réflexologique du professeur 
Bechterev. M™¢ Vassilieva a fait apparaitre un réflexe moteur de 
la jambe en réponse 4 un excitant conditionnel double : le son 
d’une sonnette électrique et le mot « sonnette » (2). Les deux 
excitations étaient chaque fois accompagnées d’une excitation 
par le courant électrique, d’une durée d’une seconde. Aprés une 
série d’expériences répétées, un réflexe conditionnel a été créé 
pour les deux excitants : le son de la sonnette associé au mot 
« sonnette ». Ce réflexe s'est produit par la suite en réponse a 
chacun des composants : & la sonnette seule et au mot « son- 
nette » seul. Et il faut noter que la réaction motrice en réponse 
au mot seul s’est montrée extrémement stable (3). 

Le professeur Platonov, dans un livre extrémement intéres- 


(1) A. Spiransky, Le systeme nerveux en pathologie. Pétrograd, 1930 (en 
russe). 

(2) VassiLirva. Revue psychiatre, n° 5, 4-5, 1913 (en russe). 

(3) D’aprés le livre de C. Platonovy. 
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sant qui vient de paraitre, expose un grand nombre d’expé- 
riences de cet ordre, faites soit par lui-méme, soit aux labora- 
toires des professeurs Bechterev, Protopopov et Katkov. Tous 
ces savants ont réussi 4 créer des réflexes conditionnels pour la 
parole, intéressant le sommeil, le pouls, la tension artérielle, 
les organes des sens, le centre du vomissement, ete... (1). 

Un intérét particulier s’attache aux expériences, montrant 
influence d’une excitation verbale sur le systeme vaso-moteur, 
sur la fonction trophique, et sur les autres fonctions du sys- 
teme nerveux végétatif. 

Comme exemple d’un trouble local profond de la circulation 
produit par la parole, on peut citer les expériences bien con- 
nues de Charcot qui réussit & provoquer, par la parole, 
'cedéme du bras. D’autres expériences analogues ont été faites 
par Weber, Krafft-Ebbing, Sorel et autres. 

Le D® Podiapolsky a obtenu, par suggestion verbale, de 
vraies brilures du deuxiéme degré, et méme des abcés (2). 
Des expériences du méme genre onl été faites récemment par 
le D' Finne en présence d’un groupe de professeurs et de mé- 
decins (3). I] a provoqué, par suggestion verbale, des vraies 
brilures du deuxiéme degré. Le D" Soumbaieff, de Tomsk, a 
oblenu, par le méme procédé, divers troubles vaso-moleurs, 
non seulement des brilures, mais aussi un coedéme aigu, des 
éruptions, des oscillations de température, etc... (4). 

Toutes ces expériences montrent importance que peuvent 
avoir, pour la thérapeutique, les excitations conditionnelles, 
verbales ou autres, et les réflexes conditionnels. 


CONCLUSION. 


En utilisant les méthodes de Pavlov, nous avons pu démon- 
trer qu’il est possible de provoquer les réactions de limmunité 
non seulement par des injections d’antigeénes, mais aussi par 
des excitations externes conditionnelles. 


(1) C. PLatonov, La parole en tant que facteur physiologique et curalif 
(en russe). Kharkov, 4930. 

(2) Ponapotsky. Trav. de la Soc. scient. de Saratov (en russe), 5, 4 1904. 

(3) Frnvg, Bralures provoquées par des suggestions. Journ. poui le perfec- 
tionnement des médecins (en russe), n° 3, 1928. 

4) Soumpaierr. Archives sibériennes de clinique, 3, 1928 (en russe) 
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Il résulte de nos expériences que, pour obtenir ces réflexes 
conditionnels chez un cobaye, il faut avoir recours a des injec- 
tions répétées d’un antigéne quelconque, suivies d'’excitations 
con litionnelles. C’est ainsi que nous avons obtenu des réflexes 
conditionnels pour la formule leucocytaire dans le sang, pour 
les réactions cellulaires dans le péritoine et pour les anticorps. 

Aprés 20-25 injections (microbes chauffés) et excitations 
externes (grattage ou chauffage d’une région de la peau), les 
animaux sont laissés au repos pendant douze & quinze jours. 
Ensuite, il suffit de praliquer plusieurs fois l’excitation externe 
précédemment faite pour voir apparaitre dans le péritoine ou 
dans le sang une réaction de défense typique : leucocytose, 
augmentation des anticorps, etc... 

Toutes ces expériences démontrent qu’il est possible de pro- 
voquer une réaction d'immunité par une excilation externe, 
cest-a-dire par Pintervention du systeme nerveux. 

En nous basant sur ces faits, nous devons modifier nos idées 
et nos interprétations de ’immunité. 

Liimmunité n’est pas un phénoméne aulonome comme on 
pourrait le croire d’aprés quelques théories courantes. 

Liimmunité est un phénoméne purement vital, trés com- 
pliqué comme tous les autres phénoménes vitaux : digestion, 
respiration, excrétion, etc... 

Tous ces phénoménes sont réglés par le systeme nerveux et 
sont intimement liés a la vie de l’organisme tout entier. 

De nombreux biologistes et bactériologistes inlerprélent 
limmunité comme une adaptation ou une accoutumance pro- 
gressive au virus ou & sa toxine. En effet, une telle immunité 
existe, les cellules vivantes peuvent s’adapter facilement aux 
différentes conditions défavorables el s’accoutumer aux sub- 
stances toxiques, surtout si adaptation se produit progressi- 
vement. C’est une sorte d'immunité d’adaptation, mais il en 
existe une autre : limmunité de défense. 

Les réactions de défense peuvent se produire, soit 4 l’inté- 
rieur, soit 4 l’extérieur de l’organisme. 

Les réactions externes ont lieu quand les microbes ou diverses 
substances étrangéres rencontrent les muqueuses du nez, des 
yeux, de la gorge, de l’intestin, etc... 

Les cellules réagissent alors, soil par une sécrétion glaireuse, 
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soit par |’éternuement, la production des larmes, la toux, etc.. 
qui favorisent l’expulsion de ces substances. 

Les réactions défensives internes sont beaucoup plus compli- 
quées. Elles ont pour cause le passage des microbes dans le 
sang, dans les organes et dans les cavilés internes. 

Tout organisme est un systeme harmonieux. L’introduction 
dans ce syst?me d’un corps étranger provoque toujours une 
réaction plus ou moins énergique de l’organisme tout entier. 
Ce ne sont pas seulement les cellules libres qui réagissent, 
mais toutes les autres : les cellules des tissus conjonctifs el 
réticulo-endothéliaux, les vaisseaux, les glandes hématopoié- 
tiques, les ners, etc... 

Pour bien comprendre le mécanisme de l’immunité, i faut 
étudier, non seulement les produits des réactions défensives, 
produits qu’on trouve dans le sang et les humeurs, mais i! faut 
étudier le role des différentes cellules et des différents organes 
dans cette lutte contre les microbes et les toxines. En.compa- 
rant les invertébrés et les vertébrés, on constate qu'il n’y a pas, 
en principe, une grande ailférence de moyens et de méthodes 
de défense contre les microbes. La défense de l’organisme 
se réalise dans les deux cas, grace a l’activité des différentes 
cellules et se réduit & cing méthodes principales : 

1° Digestion intracellulaire ou phagocytose ; 

2° Formation de cellules géantes, sorte de coopération qui 
renforce le travail des cellules isolées ; 

3° Formation de capsules qui entowrent les microbes et les 
mettent a l’abri des organes et des cellules saines; 

4° Elinunation des microbes, laquelle se réalise essentielle- 
ment par une formation de furoncles ou d’abcés, |’élimination 
des mucosités et des glaires; 

5° Formation des antvcorps. 

Tout dépend donc de l’énergie et de la rapidité avec les- 
quelles agissent les cellules de l’organisme dans la lutte contre 
les microbes. 

Nous basant sur un tres grand nombre de travaux effectués 
tant sur les vertébrés que sur les invertébrés, nous sommes en 
droit d’alfirmer que toutes les réactions bedbuletres deviennent, 
apres l’immunisation, plus rapides, plus émergiques et plus 
efficaces. On peut dig que toutes les cellules paraissent plus 
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sensibles envers un microbe donné. De ce point de vue l’im- 
munisation est une mobilisation et une sensibilisation des 
diverses cellules de l’organisme. C’est cette mobilisation et cette 
sensibilité renforcée (hypersensibilité) des cellules qui sem- 
blent étre la cause principale de immunisation et de ’immu- 
nité acquise (1). 

Grace a la sensibilité, les phagocytes se dirigent vers l’en- 
droit infecté, englobent les microbes et produisent un travail 
trés compliqué et final en construisant des cellules géantes, des 
capsules, des abces, etc... 

On peut dire que pendant immunisation toutes les cellules 
se mobilisent contre les microbes ou l’antigéne donné, comme s'il 
s’agissait pour elles de combattre un véritable ennemi. Si cet anti- 
géne réapparait dans l’organisme, les phagocytes se précipitent 
sur lui avec une grande rapidité. Toutes les autres cellules réa- 
gissent aussi. Il se produit une réaction inflammatoire, une 
suppuration, un abcés, etc... Plus les cellules sont sensibles, 
plus elles réagissent activement pour. défendre l’organisme. 

Mais parfois cette hypersensibilité des cellules est la cause 
de réactions violentes, qui peuvent produire des ébranlements 
graves et méme des chocs mortels. C’est ce que nous observons 
dans lanaphylaxie. Si l’antigéne est introduit par la voie nor- 
male (sous la peau, comme se fait normalement l'infection), il 
provoque une réaction inflammatoire locale (allergie), qui peut 
avoir une action bienfaisante, mais si l’antigéne est injecté 
dans le sang ou dans une cavité du corps il canse une réaction 
violente qui peut entrainer un choc mortel (2). 

Ainsi, 4 notre point de vue, l’immunité et l’anaphylaxie ont 
une cause commune: l’augmentation de la sensibilité de toutes 
les cellules de l’organisme. 


(1) La sensibilité est la faculté de réagir a un excitant. Plus la sensibilité 
est forte, plus énergique et rapide est la réaction. C’est la méme sensibilité 
qui se trouve a la base de tous les phénoménes vitaux. I] faut distinguer 
deux espéces de sensibilité : la sensibilité non spécifique quand la cellule 
réagit a des excitants divers, et la sensibilité spécifique quand elle réagit a 
une excitation bien déterminée, spécifique. Il me semble que cette spécificité 
s’explique assez bien par les réflexes conditionnels de Pavlov. Comme dans 
les expériences de Pavlov, l’animal, aprés immunisation, acquiert une nou- 
velle facullé, celle de réagir typiquement 4 une excitation conditionnelle 
(antigéne) spécifique, ; 

(2) S. Meratuikoy, L'immunité et l’anaphylaxie. Ces Annales, 36, 1922, 
p. 632. 
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L’activité cellulaire peut étre renforcée par l’exercice, par la 
stimulation et par immunisation. 

Aprés immunisation, les cellules se modifient et acquiérent 
des facultés nouvelles : agir dans un sens spécifique contre un 
antigéne donné, 

Cette nouvelle faculté se conserve souvent trés longtemps; 
elle y reste des mois et méme des années. 

Ce n’est que par la mémoire que l’on peut expliquer ce fait 
que l’immunité se conserve souvent longtemps aprés que tous 
Jes anlicorps ont disparu. 

A ce point de vue l’immunité présente un probléme non 
seulement biologique et physico-chimique mais aussi psycho- 
logique. 

Pour comprendre limmunité, il faut étudier non seulement 
les changements physico-chimiques du sang et des sérums, 
mais aussi l’activité vitale, la sensibilité et la mémoire des 
cellules. 


TROIS ANNEES DE VACCINATION PREVENTIVE 
DE LA TUBERCULOSE PAR LE BCG A BREST 


par 


le D' J. Q“UERANGAL DESESSARTS, et Mme Gry DE CARBONNIERES, 


Chef du Laboratoire Assisltante sociale 
du 2e arrondissement maritime du Service des Tuberculeux 
a Brest. de l’hopital maritime de Brest. 


1° Vaccination des nouveau-nés par ingestion de BCG. 


Les premiéres vaccinations prévenlives de la tuberculose par 
ingestion de BCG 4a la naissance ont été faites 4 Brest & la fin 
de :926, dans les milieux marilimes, militaires el ouvriers des 
arsenaux de la marine, par M™ la Comtesse Guy de Carbon- 
niéres qui s'est dévouée complétement a cette ceuvre de pro- 
tection de l’enfance. 

L’innocuité de cette méthode étant, déja & celte époque, un 
fait bien acquis, et devant les résultats encourageants obtenus 
dans la suite, les vaccinations ont été poursuivies et progres- 
sivement intensifiées; si bien qu’au 15 décembre 1930 notre 
expérience porte sur 389 familles brestoises, ayant eu au total 
1.058 enfants, dont 39% recurent le BCG a la naissance et dont 
664 n'ont pas été vaccinés. 

Les enfants vaccinés et observés par nous se répartissent de 
la facon suivante : 


Année 1926 : enfants vaccinés a la naissance dans 7 familles. il 

Année 1927 : enfants vaccinés 4 la naissance dans 57 familles. 59 

Année 1928: enfants vaccinés a la naissance dans 110 familles. 4114 

Année 1929 : enfants vaccinés 4 lanaissance dans 110 familles. 112 

Année 1930: enfants vaccinés ala naissance dans 105 familles. 103 
Au total : 39% enfants dans 389 familles. 


Toutes ces vaccinations ont été faites dans les dix premiers 
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jours de la vie, par ingestion de trois doses de vaccin de l’Ins- 
tilut Pasteur de Paris, adminisirées dans les meilleures con- 
ditions par M™° de Carbonniéres elle-méme. 

Tous les enfants \ivent dans leurs familles dont ils n’ont pu 
tre séparés, méme dans les cas de tuberculose ouverte des 
parents. 

Il est & noler que la plupart de ces familles appartiennent a 
la classe pauvre, vivant dans des conditions hygiéniyues déplo- 
rables et dans une promiscuité complete; beaucoup d’entre 
elles sont des familles, nombreuses entassées dans des loge- 
ments insalubres, véritables taudis sans air ni lumiére. Dans 
pres de la moitié des cas, on a noté des signes de tuberculose 
chez les parents, ou chez les collatéraux des enfants suivis; ces 
faits expliquent les pourcentages relativement élevés de mor- 
talité générale. 

Chaque enfant vacciné fait l'objet dune fiche individuelle 
sur laquelle Vhistoire médicale de toute sa famille est résumée 
d’une facgon aussi complete que possible, de telle facon que cet 
enfant puisse étre suivi au milieu de ses parents et de ses 
coNatéraux, ou des autres personnes au contact desquelles 
il vit. 

Ces fiches, vérilables observations cliniques, sont donc 4 la 
fois individuelles et familiales. 

Un contact étroit avec les familles et des visites fréquentes 
permettent une surveillance altentive de tous ces enfants, vac- 
cinés ou non. 

On a été amené progressivement a créer une organisation, 
centre de vaccination et de controle, ou tous les renseignements 
sont recueillis, contrdlés et notés apres vérification. 

Avec le temps, certaines familles ont échappé & notre con- 
trdle, le plus souvent du fait d'un départ; nous les avons alors 
éliminées de l’enquéte, qui ne porte que sur des familles 
connues et suivies réguliérement. 


CoNnDITIONS DE L’ENQUETE. 


Afin de nous rendre compte de la valeur préventive du 
BCG, nous avons comparé pendant les trois premiéres années 
de la vie, au point de vue de la mortalité générale, les entants 
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vaccinés avec leurs collatéraux non vaccinés pris comme 
témoins, aux mémes dges et dans les mémes families, cest-a- 
dire vivant dans des conditions hygiéniques et sociales aussi 
semblables que possible, soumis de ce fait aux mémes 
influences morbides et aux mémes causes de contagion. 

Nous n’envisageons que la mortalité générale: de cette facon 
on évite d’abord les erreurs d’interprétation dans les causes de 
décés, erreurs trés fréquentes dans ces milieux pauvres, ov le 
médecin est appelé a la derniére extrémité et oti le diagnos- 
tic porté n’est véritié par aucun examen de Jaboratoire, ni 
par l’autopsie; ensuite la pratique montre qu’il est souvent 
bien difficile de savoir, apres un examen rapide et incomplet, 
si la tuberculose est ou non en jeu, étant donné le polymor- 
phisme clinique que présente cette affection dans la premiére 
enfance. 

Les résullats que nous apportons sont ceux répondaat a une 
enquéte qui porte sur les trois premiéres années de la vie. 
Leur intérét réside en ce iait que c’est justement pendant cette 
période que l’enfant est particulitrement sensible a l infection 
bacillaire, qui est pour lui la cause d'une morbidité et d'une 
mortalité élevées. 

Nous neus sommes efforcés, dans l’enquéte que nous ayons 
menée, de nous rapprocher, autant qu'il était possible, des 
conditions strictes d’une expérience de jaboratoire suivie avec 
toute la rigueur scientifique désirable; nous placant dans le 
role d’un témoin impartial observant des faits et les notant lels 
quils se sont présentés, sans parti pris et sans idée préconcue, 
cherchant simplement A nous rendre compte si les enfants 
vaccinés mouraient moins que les non vaccinés, et dans quelle 
proportion; autrement dit si la vaccination préventive de la 
tuberculose par le BCG permettait de réaliser une économie 
de vies humaines et si, en définitive, un groupe de familles 
avait avantage a faire prémunir leurs enfants. 


R&SULTAT DE L ENQUETE. 


Nous n’envisagerons que les années 1927, 1928 et 1929 qui 
permettent de comparer un nombre assez élevé d’enfants a la 
fin de leur premiére, seconde et troisiéme année de vie. 
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En 1997 nous avons observé 58 familles ayant eu au total, 
a la fin de décembre 1927, 164 enfants, dont 59 vaccinés a la 
naissance et 102 non vaccinés. Tous les enfants, vaccinés ou 
non, ont actuellement au moins trois ans. 

On peut donc comparer, au point de vue morialilé générale, 
les enfants vaccinés avec ceux non vaccinés dans ces familles, 
entre un mois et trots ans. Nous mettrons & part la mortalité 
générale entre trois jours et un mois parce qu'elle est norma- 
lement la méme chez les enfants vaccinés ou non, le vaccin 
n’ayant pas eu le temps de prémunir l’organisme. Si, dans nos 
statistiques, elle est assez différente, ceci tient a ce que nous 
nous abstenons de vacciner les prématurés, les nouveau-nés 
chétifs et ceux qui ne semblent pas devoir vivre. 

Entre un mois et trois ans on note : 


BO VACCIN GSH mem cnn ...... Odécés (pourcentage : nul), 
NUP TOI WEAN, 6 5 0 9 noo 2 24 — (pourcentage : 20,58). 


Entre trois jours et un mois : 


VACCINES etek sun eae Ee: Je iohin 6 DRO ee ae ECON eCese 
NOV ACCINGS Saree tcc ee eee ere sya vidya te a —— 


Mort-nés et enfants morts agés de moins de trois jours : 7. 
Ce qui peut se résumer dans le tableau suivant : 


SR RF a RE IESE EE SRE ESTES TREES PESTO CORES EDEN SOLE ES TE SECRETE DCD ERE IE A IEP ELLE ENCE ANNU, 


~ 2 

Sole ah ees uORe Enea ge eeens a) 

aie 2|88 2 MORTALITE GENERALE MORTALITE GENERALE Ae eo 
e 2 | eae aie gx | 25 entre un mois et trois ans entre trois jours we) 2 ngs 
5 ole as £¢S| Es dans ces familles et un mois a ee a 
= & me om tg aoe 
Zo eS aia) er ca0e 
Bech eal eS tha & aq Seos 
en She) Sie Oa ae =e", 

BES Po Mae pe 5 vaccinés non vaccinés vaccinés non 2 © 

a z vaccinés o 

ee —— | | | | | 
57 161 59 102 0 21 0 2 7 
sot Op. 100 soit 20,58 p. 100. | 


En 1928 nous avons observé 110 familles ayant eu au total, 
a la fin de décembre 1928, 311 enfants, dont 111 vaccinés en 
1928, 6 vaccinés les années précédentes et 194 non vaccinés. 

Tous ces enfants ont actuellement au moins deux ans. 

La comparaison, au point de vue mortalité générale, des 
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enfants vaccinés avec ceux non vaccinés dans ces familles donne 
les chiffres suivants : 


Entre un mois et deux ans: 


JHAEVACCINEGS amt east oe -.. 6 décés (pourcentage : 5,40). 
194 non vaccinés. ........ 35 — (pourcentage: 18,04). 


Entre trois jours et un mois: 


se eer eee ene euidécess = 
INNOMEVACCINES:. 2. nou. k 4 Sane PRE cal Guin Toes ee 


Mort-nés et enfants morts de moins de trois jours : 16. 
Ce qui peut se résumer dans le tableau suivant : 


MORTALITE GENERALE MOKTALITE GENERALE 
entre un mois et deux ans entre trois jours 
dans ces familles en un mois 


e2) 
ot 
a 
aa 
oO 
= 
se 
> 
=H 
3) 
wn 
Q 
° 


denfants 
de ces familles 
en (928 
ENFANTS 
pon vaccinés 
MORT-NES 
et enfants morts 
de moins 
de trois jours 


1 


a la naissance 


non 
vaccinés 


NOMBRE TOTAL 


vaccinés non vaccinés vaccinés 


ENrANTS VACCINES 
les années précedentes 


ENFANTS VACCINES 


35 
soit 5,40 p. 100.|soit 18,04 p. 100 


En 71929 nous avons observé 110 familles ayant eu au total, 
a la fin de décembre 1929, 312 enfants, dont 112 furent vac- 
cinés & la naissance dans le courant de 1929, 15 vaccinés dans 
Jes années précédentes et 185 n'ont pas été vaccinés. 

Tous ces enfants ont actuellement au moins un ap. 

La comparaison, au point de vue mortalité générale, des 
enfants vaccinés avec ceux non vaccinés dans ces familles 
donne : 

Entre un mois et un an : 


AO vaAceInes ou.5. poem can) 1 déces (pourcentage 5 6,25), 
485 non vaceinés.......- .. 27 — (pourcentage ; 44,59). 


Entre trois jours et un mois : 


WaCGINESIn cs. = >. « sbi SOS oS. BRL ee ee 0 déces. 
INOMRVACCINCSE. oc meet ncwnGmrer scmth 6. 7 Oe x ein un ae Oe 


Mort-nés et enfants morts d4gés de moins de trois jours : 10, 
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Ce qui peut se résumer dans le tableau suivant : 
MORTALITE GENERALE MORTALITE GENERALE 


entre un mois et un an entre trois jours 
dans ces familles et un mois 


MORT-NES 
et enfants morts 
de moins 
de trois jours 


n 
f 
=) 
=) 
= 
= 
=< 
fy 


denfants 
de ces familles 

en 1929 
non vaccines 


non 
vaccinés 


NOMBRE TOTAL 
a la naissance 


vaccinés non vaccinés vaccinés 


FENFANTS VACCINES 
les années précédentes 


observées en 1929 
ENPANTS VACCINES 


— 
— 
i—) 
— 
a 
ho 


7 27 
soil 6,25 p. 100. soil 14,59 p. 100. 


Une moyenne des pourcentages de mortalté générale de 
tous ces enfants vaccinés en 1927, 1928, 1929, comparés Aa 
leurs collatéraux non vaccinés, dans les mémes familles et aux 
mémes ages (en éliminant dans les deux groupes les mort-nés 
et les enfants morts dans le premier mois de la vie) donne les 
chiffres suivants : 


277 familles, 282 vaccinés . . . . 413 décés (pourcentage : 4,60).° 
277 familles, 481 non vaccinés . . 83 —  (pourcentage : 17,25). 


(Pour mémoire). 

En 1926 on a observé 7 families ayant au total 15 enfants, 
dont 7 vaccinés et 8 non vaccinés. Aucun décés, ni chez les. 
uns ni chez les autres. 

En 1930 on a observé 105 familles ayant 287 enfants, dont 
105 vaccinés en 1930, 44 dans les années précédentes et 
138 non vaccinés. 


2° Vacciaations BCG par voie sous-cutanée. 


Ces vaccinations sont pratiquées au laboratoire de bacté- 
riologie du 2° Arrondissement maritime, depuis mars 1929, 
avec le concours dévoué de M™* de Carbonniéres qui se charge: 
de rechercher, dans les familles appartenant au milieu mari- 
time, les enfants susceptibles de bénéficier de la vaccination. 
C’est surtout aux familles touchées par la tuberculose, et tout 
spécialement a celles dont le pére est en traitement au pavillon 
des tuberculeux delPhépital maritime, que nous nous adressons; 
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il est cependant intéressant de constater que des familles 
absolument saines ont fait confiance & la méthode et ont 
demandé que leurs enfants, qui n’avaient pu étre vaccinés a la 
naissance, le soient par voie sous-cutanée. | 

Avant toute vaccination, nous pratiquons, & une semaine 
d’intervalle, trois cuti-réactions & la tuberculine; la négalivilé 
compléte de ces cuti-réactions est la condition nécessaire de 
ces vaccinations. Un examen clinique rapide permet d’éliminer 
les sujets fatigués ou malades. 

De mars 1929 4 décembre 1930 : 

233 enfants de tous Ages furent présentés au Laboratoire 
pour étre soumis & la cuti-réaction 4 la tuberculine, en vue de 
la vaccination au BCG par voie sous-cutanée; 79 seulement, 
soit 34 p. 100, ne réagissant pas & la tuberculine, furent vac- 
cinés. Suivant leur age, ces enfants se répartissent ainsi : 


Wer dixe Ours availa ee Wes aye ess lh 40 enfants. 
Wes UM Atae dL eUXeatis sce | ele mies Ione ene a 2 — 
Werdeuxs ane atroieaws:. ol Wate aos es es a 6 — 
DertrOolsyanS-asCwMe AMS cae, 5 1 ce xe oe wy ae oy 4 orp se 15 — 
WSC CING CANS ae CUXG ONS inn opis nee at ct fad in) seen ay cosy gee 33 _ 
WE CloeeNiGh ey Giviivas Gis. 6, od seoola BO oo woo V4 — 
ANDESGIGISeNbIC! CMA CiUNNVAD BIS 5g Geel o A eo oO ole 6 2 _ 


Suivant l’état du milieu dans lequel ils vivent, on peut les 
classer ainsi : 


27 enfants, soit 34,2 p.100, vivent au contact d’un pére ou d’une mére atteints 
de tuberculose ouverte. 

9 enfants, soit 11,4 p. 100, vivent au contact d'un grand-pére ou d’une grand’- 
mére atteints de bacillose ouverte. } 

18 enfants, soit 22,8 p. 100, vivent dans un milieu plus ou moins contagieux 
du fait de parents ou de voisins bacillaires. 

25 enfants, soit 31,6 p. 100, vivent dans un milieu apparemment sain. 


Le vaccin, provenant de l'Institut Pasteur, est demandé 
avant chaque séance de vaccination; l’injection se fait dans 
lhypoderme en une seule fois. 

Les doses employées sont les suivantes : 


De dix jours A deux ans: 1/2 ¢.c., soit . 1/200 de milligramme 
De deux ans a cing ans: 3/4 c.c., soit. . 1/150 — 
De cing ans 4 dix ans: 1c.c., soit... 1/100 = 
De dix ans & quinze ans: 1¢.c.5, soit . 41/75 = 
Au-dessus de quinze ans: 2.c.c., soit. . 1/50 = 
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L'injection, indolore, ne détermine ni réaction générale, ni 
fievre, ni fatigue; parfois, trois semaines & un mois aprés la 
vaccination, il se forme au lieu de l’injection une petite collec- 
tion purulente d’allure froide qu'il est nécessaire de ponclion- 
ner & plusieurs reprises. Nous avons observé trois de ces abcés 
qui ont rapidement guéri sans laisser ni traces, ni séquelles; 
le pus, injecté au cobaye, n’a déterminé aucune lésion orga- 
nique suspecte. Les enfants qui ont fait ces abcés ont été 
observés d'une facon toute spéciale : ils sont dans un état de 
santé floride. 

Tous les enfants vaccinés sont suivis réguliérement. Jusqu’a 
présent aucun n’est mort, ils sont tous en bonne santé, aucun 
n’a présenté de signes cliniques de tuberculose, quoique vivant 
pour la plupart dans un milieu bacillaire, et le plus souvent 
dans des conditions qui sont un véritable défi aux lois les 
plus élémentaires de lhygiéne. 

Si le recul du temps n’est pas encore suffisant pour tirer de 
ces résultats quelques conclusions, on peut pour le moins 
aflirmer que ces vaccinations par injections sous-culanées de 
BCG sont tout a fait inoffensives et qu’elles n’ont jamais 
donné lieu au moindre incident. 


Conclusions. 


De lVenquéle statistique que nous avons menée a Brest et 
qui résulte de la comparaison, dans un groupe assez important 
de familles, de la mortalité générale d’enfants vaccinés au 
BCG & la naissance avec leurs collatéraux non vaccinés, pris 
aux mémes ages de la vie et placés dans des conditions iden- 
liques d’existence, d’hygitne et de contagion, il ressort que 
les enfants vaccinés meurent dans des proportions beaucoup 
moindres que Jes témoins, qu’on les prenne 4 la fin de la pre- 
miére, de la seconde ou de la troisiéme année. Si l’on veut se 
souvenir que c'est justement pendant cette période de la pre- 
miére!enfance que la mortalité générale est le plus élevée et 
qu’elle est en rapport direct avec la mortalité tuberculeuse, on 
conviendra que la méthode a fait la preuve de son efficacilé 
préventive. Son emploi ayant permis de réaliser, dans le 
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milieu maritime ou nous la pratiquons, une économie trés 
importante de jeunes vies humaines, nous estimons que 
Vintérét social commande d’appliquer & tous les nouveau-nés 
cette méthode parfaitement inoffensive et dont le role pré- 
ventif est désormais un fait démontré. 


VACCINATION PREVENTIVE ET ESSAIS DE TRAITEMENT 
DE LA TUBERCULOSE PAR LE BCG 


par 


A. RADOSSAVLIEVITCH, professeur de Clinique médicale 4 l'Université ; 
Mm N. STANOYEVITCH, médecin de la Maternité ; 
Mme S. KOSTITCH-YOKSITCH, assistante de la Clinique pédiatrique ; 
M. RANKOVITCH, chef du Service de Sérologie et Bactériologie 
4 l'Institut central d’Hygiéne ; 
Y. NEDELKOVITCH, docent a ?Université ; 
Vi. SPOUJITCH et M. MOURITCH, assistants de la Clinique médicale. 


(Travaur exécutés dans les Instituts de Belgrade |Yougoslavie|.) 


Depuis 1927, en trois ans et demi, nous avons employé le 
BCG pour 1.041 sujets: 

1° Pour la prémunition, chez 804 enfants, dont, par inges- 
tion, 793 nouveau-nés, et, par injection sous-cutanée, 14 enfants 
de divers ages ; 

2° Dans un but thérapeutique, et en méme temps pour élu- 
dier leffet du BCG, envisagé comme agent de surinfeclion : en 
injection sous-cutanée ou intradermique chez 237 personnes 
(dont 26 cliniquement saines, mais réagissant & la tuberculine) ; 
et chez 211 malades, pour la plupart atleints d’affections tuber- 
culeuses (poumons, séreuses, ganglions lymphatiques, peau) ; 
quelques-uns atteints d’affections non tuberculeuses. 

L’entretien du BCG et la préparation du vaccin utilisé par 
nous étaient assurés par le D* Rankovitch, chef du Service de 
Sérologie et Bactériologie de l'Institut central d’Hygiéne de 
Belgrade. 

La vaccination per os a été effectuée d’aprés les prescriptions 
de Calmette. Pour les inoculations sous-cutanées et intrader- 
migues, nous avons employé la culture pure, fraiche, émul- 
sionnée dans l’eau physiologique, en injections dans la région 
axillaire, & la hauteur dela mamelle, dans l’intention d’observer 
les réactions éventuelles des ganglions voisins. Cette région s’est 
montrée, d'ailleurs, trés appropriée pour les cas ou il se produit 
un abcés; celui-ci y est le mieux a l’abri des traumatismes. 
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I. — Vaccination préventive des nouveau-nés per os. 


Depuis février 1927 jusqu’au 1° juin 1930, 793 nouveau-nés: 
de la Clinique obstétricale et du Service d'accouchement de 
Hopital d’Ktat ont 6té vaccinés per os : 


SUEDE SEL Be OREO oni ari tie: eee 153 
Bite Ore eee ee we 253 
LUT Pg eas, A Seam alia iy 9 Ree ae een 169 
vy BORO Het) ot aca syns aye oa bee sed TOLL 5 tea 218 


693 de ces nouveau-nés provenaient de familles visiblement 
saines, et 100 de familles tuberculeuses dont : 


Dermereutubenculeusieny —--. ses act ons ein ee cn ne 27 
Wes Perepvum Cuemlent irate oa NEspiri st ce ca >. ae oea Voulndedas ee oy cade: 22 
Delperereh merc tulpencule vss-mrg ete ern er Pare eens 4 
Weyprochest parents maladesiy . 5 5 4 5.45 2 ase) oe 50 


De ces enfants, 4 ont été complétement séparés du milieu 
infecté dés leur naissance, et 2 mcomplétement, c’est-a-dire 
que leurs parents malades leur faisaient des visites fréquentes. 
Les 94 autres sont restés en milieu infecté aussi bien aprés 
qu’avant la vaccination. 

156 seulement ont pu étre suivis jusqu’& deux ans et demi. 
Les 637 autres, restés seulement deux a quatre mois sous notre 
surveillance, ont été ensuite perdus de vue, soit par la négli- 
gence des parents, soit parce que nous ne disposions pas d’un 
nombre suffisant de sceurs visiteuses. Pour cette raison, on p’a 
pu revacciner que 63 enfants, dont la plupart (41) étaient nés 
en 1928. 

Le sort des 156 enfants, observés pendant plus longtemps, a 
été le suivant : 

16. sont morts, dont 3 de broncho-pneumonie (au cin- 
quiéme, sixiéme et dix-neuvigme mois); 4 l’autopsie, on a 
trouvé chez tous les trois des foyers multiples de broncho- 
pneumonie sans lésions tuberculeuses (soit pulmonaires, soit 
lymphatiques). Chez un autre, il y avait de nombreux petits 
foyers disséminés dans les poumons et méme dans le systeme 
nerveux central, de sorte qu’aé premiére vue on ayait d’abord 
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cru avoir affaire & une tuberculose miliaire, peut-étre méme 
causée par le BCG. L’examen histologique minutieux a démontré 
qwil ne s'agissait pas de tuberculose, mais de lésions pneumo- 
niques et de foyers mélastatiques dans le systeme nerveux 
centrai, ot. pullulaient des pneumocoques typiques. Les inocu- 
lations aux cobayes et aux lapins des organes triturés n’ont pas 
provoqué de tuberculose. Chez ce méme enfant (qui est mort 
a dix-neuf mois, sept mois aprés sa revaccination), on a trouvé 
un ganglion trachéobronchique tuméfié. Dans le frotlis de ce 
ganglion se trouvaient de nombreux bacilles acido-résistants 
qui ne se sont montrés pathogénes ni pour le cobaye ni 
pour le lapin. C’étaient donc des bacilles BCG. L’enfant avait 
recu en deux séries d’ingestions 2 milliards 400 millions de 
ces bacilles. 

2 enfants ont succombé, !'un & moins de quinze jours, 
Vautre & cing semaines a la broncho- pneumonie ; un autre est 
mort subitement 4 six mois, en pleine santé apparente. Les 
10 autres ont été victimes d'affeclions gastro-intestinales aigués, 
dont 9 dans leurs six premiers mois; le dernier a dix-neuf mois. 
Ces enfants n’ont pas élé autopsiés. 

Les observations d’enfants nés de parents tuberculeux pré- 
sentent un intérét particulier. Nous en donnons ci-aprés un 
bref résumé : 


4° M. M..., mére morte de tuberculose pulmonaire. Séparation dés la nais- 
sance. Vaccination per os les cinquiéme, septiéme el neuviéme jours Poids 
2.700 grammes. Alimentation artificielle. A onze mois, Pirquet négatif, poids 
7.400 grammes, bien portant. 

2° M. P...,mere tuberculeuse pulmonaire, morte un mois aprés l’accouche- 
ment. Enfant débile, poids 2.550 grammes. Vaccination per os les troisiéme, cin- 
quiéme et septiéme jours. Séparé des sa naissance. Bien qu'il fit alimenté 
par une bonne nourrice, an sein, avec une quantité suffisante de lait, il ne 
gagne en deux mois que 500 grammes ; diarrhée fréquente ; pdleur : adéno- 
pathies perceptibles au cou, aux aisselles et dans l’aine. Rate velumineuse. 
Rien d’anormal dans les autres organes. Mort a la fin du deuxiéme mois. 
Pas d’autopsie. Dans ce cas, on ne peut pas écarter Pidée d’une infection 
intra-ultérine. 

3° N. N..., mére tuberculeuse pulmonaire bacillaire. Enfant débile. Poids, 
2.630 grammes. Vaccination les troisiéme, sixiéme et neuviéme jours. Gardé 
par sa mére jusqu’a la mort de celle-ci, survenue six mois plus tard. Placé 
ensuite a la maternilé, nourri artificiellement. Demeure un peu hypotro- 
phique, pése 6.150 grammes. Pirquet négaltif. Aucun signe de tuberculose- 
Actuellement agé de deux ans et neuf mois, bien portant. 

4° B. N..., pére tuberculeux pulmonaire. Vaccination les troisiéme, cin- 


VACCINATION ET ESSAIS DE TRAITEMENT PAR LE BCG 181 


quiéme et septi¢me jours. Revaccination a un an. Actuellement bien por- 
tant, pése 14 kilogrammes. A été séparé de son pére dés la naissance. 

5° L. k..., mére tuberculeuse pulmonaire. Poids, 2.700 grammes. Séparé 
de sa mére qui est morte deux mois aprés. Gardé A la maternité, nourri 
artificiellement. A sept mois, 6.680 grammes; hypotrophique ; Pirquet 
négalif. Actuellement chez son pére. Sans nouvelles récentes. 

6° M. M..., mére tuberculeuse pulmonaire, morte seize jours aprés. 
L’enfant est resté plusieurs jours prés de sa mére; pése 2.050 grammes. 
Vaccination les quatriéme, sixiéme et huititme jours. Mort de diarrhée esti- 
vale 4 six mois. Pirquet négatif. 

7° S..., pere et mére tuberculeux pulmonaires, ne crachant pas de bacilles 
au moment de la naissance de l’enfant quia été vacciné per os les troisiéme, 
cinquiéme et septi¢me jours. Vit auprés de ses parents. Le pére et la mére 
font des rechutes un an aprés. La recherche des bacilles de Koch est posi- 
tive chez le pére. L’enfant est bien portant. Il pése 12 kilogrammes et esi 
agé de deux ans. 

8° St..., mére ancienne tuberculeuse pulmonaire cicatrisée. Une fillette 
morte de méningite tuberculeuse a quatre ans; un frere agé de cing ans est 
tuberculeux ganglionnaire. Vaccination per os, revaccination 4 un an. Enfant 
normal, trés bien développé, vit avec ses parents. 

9° R..., mére tuberculeuse pulmonaire; deux fréres morts de méningite 
tuberculeuse. Vaccination el deux revaccinations. Bien portant, vit avec ses 
parents. 


I] faut spécialement noler ce fait que 4 enfants ont pré- 
senté, vers le quatri¢me mois aprés la vaccination, une adénite 
cervicale dont on n’a pas pu découvrir l’origine. Les ganglions 
du cou se tuméfiaient peu & peu jusqu’a atteindre la grosseur 
d’une noix, tout en restant durs au début. Chez 2 enfants, 
celte tuméfaction s’est effacée en deux mois; chez les 2 autres, 
elle s’est ramollie six mois aprés la vaccination. A l’examen du 
pus obtenu par ponction d’un de ces deux derniers cas, on a 
trouvé des bacilles acido-résistants, qu’on n’a pas réussi a 
culliver et qui ne se sont pas montrés pathogénes pour le 
cobaye. Apres la ponction, il s’est formé une fistule par laquelle 
un écoulement purulent a persisté pendant cing mois; elle 
s'est fermée ensuite, laissant & sa place des lésions d’apparence 
scrofulodermique assez prononcées. L’enfant est agé actuelle- 
ment de douze mois. Chez le deuxiéme enfant, le ganglion ramolli 
s’est fistulisé spontanément ; la fistule persiste encore seize mois 
aprés la vaccination ; le pus n’a pas été examiné bactériologi- 
quement. Tous ces enfants se portent trés bien, se déve- 
loppent normalement et ne présentent aucun signe de tuber- 
culose, de méme que les 156 autres observés plus longtemps. 
Chez les 637 enfants suivis seulement pendant deux et quatre 
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mois, on n’a trouvé aucun signe de tuberculose pendant la 
durée de Vobservation. | 

Chez aucun de ces 793 nouveau-nés vaccinés, nous n’avons 
remargué de symptémes d'intolérance immédiate (vomisse- 
ment, diarrhée ou autres). 

La réaction de Pirquet 4 la tuberculine pure a élé pratiquée 
chez 25 enfants, de quatre & dix mois aprés la vaccination. Elle 
ne s'est montrée positive que chez 8, parmi lesquels se trou- 
vent 3 des 4 enfants qui ont présenlé l'adénile cervicale décrite 
ci-dessus. 

Nous soulignons que la majorité de ces enfants avec Pirquet 
négatif sont nés dans un milieu tuberculeux dont ils n’ont pas 
été séparés. 


Il. — Vaccination préventive par voie sous-cutanée. 


En janvier el en juin 1928 nous avons fait des injections 
sous-cutanées de BCG a 8 enfants ; en mai et en novembre 1929 
a 3 autres. Ces enfants étaient agés : 1 de quatre mois et les 
autres de six a quatorze ans. Tous présentaient avant la vacci- 
nation les réactions de Pirquet et de Mantoux négatives. Les 
doses de BCG ont été de 1/8 de milligramme dans 5 cas, 
1/4 de milligramme dans 4 cas, 1/10 de milligramme dans 
2 cas (1). Uhez tous ces enfants apparaissaient apres cing a six 
jours des petites nodosilés dures au lieu de l’inoculation, avec 
coloration rouge de la peau pendant quelques jours. Ces nodo- 
sités augmentaient de volume en deux a trois semaines jusqu’a 
atteindre la grosseur d’une noix ou méme d'un ceuf de poule, 
devenant de plus en plus sensibles. La peau susjacente, de 
couleur rouge, luisante, s’amincissait. En trois, cing et six 
semaines l’infiltration fluctuante s’ouvrait Je plus souvent en 
laissant écouler un pus épais, jaune verdatre et en formant un 
ulcére & bords infiltrés, qui se recouvrait d’une crotte, laquelle 
tombait et se reformait plusieurs fois en méme temps que la 


(1) Les doses normalement utilisées, d’aprés les instructions de Galmette. 
pour les vaccinations par voie sous-cutanée, sont beaucoup plus faibles 
1/50 41/100 de milligramme. On sait que ces doses ne produisent qu’excep- 
tionnellement des abeeés froids chez les sujets non allergiques. 
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sécrétion devenait intermittente. Dans le pus on trouvait des 
bacilles acido-résistants qu’on n’a pas réussi & cultiver et 
qui ne se montraient pas pathogénes pour les animaux de 
laboratoire. Aprés plusieurs semaines l’ulcération se comblait 
et se cicatrisait définitivement en laissant 4 sa place une tache 
livide, parfois entourée d’une marge infiltrée. Toute cette évo- 
lution, depuis le début de Vinfiltration jusqu’a la formation de 
la cicatrice, durait de dix & douze semaines. 

Dés Vapparition de la lésion locale, les ganglions axillaires 
correspondants (1, 2, plus rarement 3) commencaient a se 
tuméfier, pour alteindre parfois la grosseur d'une noix. Ils 
n’étaient pas douloureux, seulement un peu sensibles a la pres- 
sion, surtout tant que durait la suppuration. Ils revenaient 
ensuite & leur volume primilif et ne se ramollissaient plus 


jamais. Chez 9 de nos 11 sujets 4 Pirquet et Mantoux négatifs, 


6 fois les ganglions axillaires régionaux ont réagi, alors que 
3 fois il n’y avait aucune réaction. Chez 3 enfants la température 
s'est légerement et passagérement élevée jusqu’a 37°6, deux a 
quatre semaines apres l’inoculation. Par ailleurs, nous n’avons 
observé aucun effet nuisible. L’état général est resté inchangé, 
les enfants se sont bien développés, bien qu’ils vécussent dans 
un orphelinat (ot les conditions hygiéniques étaient défec- 
tueuses) en communauté avec 30 enfants cliniquement sains, 
mais qui réagissaient a la tuberculine. 

La réaction de Pirquet, répétée six & huit mois aprés la 
vaccination, a été positive pour 3 et négative pour les autres. 
Tous les enfants vaccinés sont restés sains pendant la durée de 
notre observation (un et deux ans). 

Nous désirons relater un peu plus en détail histoire de 
2 aulres enfants : 


4° Tod..., Agé de quatre mois, bien développé, nourri artificiellement, 
Pirquet négatif. Recoit le 1° janvier 1928 1/410 de milligramme de BCG en 
injection sous-cutanée. Au moment de sa naissance sa mére avait de volumi- 
neuses adénites cervicales tuberculeuses (confirmées par biopsie) avec 
fiévre (39°) pendant deux mois. Elle a fait ensuite de la tuberculose pulmo- 
naire et a succombé en décembre 1929. La température de l'enfant monte, 
quarante-huit heures apres Vinjection, 4 3795-38° et ne redescend a la nor- 
male qu’un mois apres. Pendant ce temps l'enfant présente des signes de 
bronchite, s’affaiblit. Le 22 février, Pirquet négalif. Les poumons sont radio- 
logiquement intacts. Le 13 avril, on voit au lieu de Vinjection une infiltration 
dure, grosse comme un grain de mais; la peau qui la recouvre est rouge; 
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* les ganglions régionaux ne sont pas tuméfiés- Pirquel et Mantoux négatifs. 
Le 28 mai, l'infiltration est grosse comme une noisette, dure. Pirquet et 


Mantoux négatifs, poumons sains. Enfant en trés bon état, actuellement treés- 


bien développé, agé de deux ans et demi, malgré qu'il ail toujours vécu 
auprés de sa mére qui ne savait prendre aucune précaution pour protéger 
son enfant. 

20 M. Mil..., Agé de six ans et demi, Pirquet et Mantoux (1 : 500) négatifs. 
Vit auprés de sa mére tuberculeuse pulmonaire ouverte, traitée ensuite par 
pneumothorax artificiel. Le 18 décembre 1929, recoil le BCG en injection 
sous-cutanée. Le 7 novembre 1930, on trouve au lieu d'injection un abcés gros 
comme une noix. Ponction: 2 cent. cubes de pus, contenant de nombreux 
bacilles acido-résistants. Ensemencement sur Pétlrotf négatif. L’abcés se 
fistulise; enfant a souvent 3792-394. Aprés une cure de soleil (mai-juin) la 
fistule se referme, l'enfant ne fait pas de température et se porte bien. Sur 
la radiographie des poumons on voit 2 calcifications dans le hile gauche; rien 
autre. 


Ill. — Inoculation sous-cutanée de BCG 
chez des sujets cliniquement sains 
réagissant positivement a la tuberculine. 


Le BCG a été inoculé a 11 enfants agés de six 4 quatorze ans 
et a 15 adultes chez lesquels les réactions de Pirquet et Man- 
toux étaient positives, mais qui étaient cliniquement sains et 
ne présentaient, pour la plupart, 4 l’examen radiologique, que 
des lésions anciennes, calcifiées, dans Ja région hilaire et quel- 
quefois dans les poumons. Aux enfants on a injecté de 0,1 a 
0,25 milligramme; aux adultes de 0,5 4 1 milligramme de BCG. 

Nous n’avons remarqué aucune différence, quant & la réac- 
lion de l’organisme, gu’on puisse attribuer a la différence de 
dose de BCG. Les différences évidenles n’apparaissaient qu’en 
raison du degré d’allergie. En comparaison avec les sujets non 
bacillisés, & Pirquet et Mantoux négatifs, la réaction locale a été 
qualitativement & peu prés la méme, mais le moment de son 
apparition et son évolution ont été bien plus rapides chez les 
allergiques. Déji vingt-quatre 4 quarante-huit heures apres 
Yinjection apparait, au lieu d’inoculation, une infiltration dure, 
rouge, laquelle s’accroit rapidement, jusqu’a 2 a 3 centimetres 
de diamétre, devenant de plus en plus dure. Apres huit & 
({uinze jours, elle commence a se ramollir pour s’ouvrir sponta- 
nément dix a vingt jours plus tard, alors que l’abeés a atteint 
la grosseur d’une noix et méme d'un ceuf de poule. En six a 


a | 
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huit semaines l’abces se cicatrise et, A sa place, il ne reste qu'une 
cicatrice bleudtre. La réaction locale se passe ainsi chez les 
sujets moyennement allergiques. Lorsque Vallergie est trés 
prononcée, cette réaction se montre plus intense et son évolution 
encore plus courte. Chez les sujets faiblement allergiques, l’abcés 
s'est formé tardivement (un & deux mois apres) et son évolution 
a été longue (trois & quatre mois); parfois méme I’infiltration ne 
s'est pas ramollie, et s’est résorbée peu & peu. Chez un enfant 
de dix ans a allergie moyenne, l’abcés ayant été ponctionné, il 
est resté une infiltration dure, mobile, qui s’est ramollie de 
nouveau dans les mois suivants, et deux ans et demiaprés l'ino- 
culation du BCG est apparu un abceés gros comme une noix, 
bien délimité. Le pus de cet abcés ponctionné contenait des 
bacilles acido-résistants, qu’on n’a pas réussi a cultiver sur 
milieu de Pétroff et qui n’ont pas tuberculisé les cobayes jus- 
qu’aprés une observation de six mois. 

Chez 3 sujets faiblement allergiques, nous avons observé, au 
lieu de inoculation, la formation d’ulcéres étendus (5 centime- 
tres de diamétre), atones, torpides, qui persistaient longtemps 
et qui n’ont disparu qu’aprés traitement par l’héliothérapie. 

Dans les cas ot: nous avons fait une seconde injection de BCG 
(quatre & six semaines aprés Ja premiére) nous avons observé 
quelquefois une réactivation de la premiére lésion locale. 
Cependant nous n’avons jamais vu les réactions de Pirquet ou 
de Mantoux positives, faites antérieurement, se réactiver sous 
Peffet du BCG. Aprés Ja deuxiéme injection, & dose générale- 
ment un peu grande, faite six semaines aprés la premiere, la 
réaction locale a été plus intense et plus précoce. Chez un sujet 
allergique & qui le BCG a 6t6 injecté une troisiéme fois, U'infil- 
tration s’est formée en quelques heures; le ramollissement a 
commencé vingt-quatre heures aprés et la rupture de l’abcés 
s'est faite le septiéme jour. En vingt jours la cicatrisation a été 
terminée. 

De méme que la réaction locale, la tuméfaction des gan- 
glions correspondants s’est produite bien plus rapidement 
chez les tuberculino-positifs que chez les négatifs. Cette tumé- 
faction ganglionnaire a été le plus précoce (un a trois jours 
apres l’injection) et le plus intense chez les sujets fortement 
allergiques qui faisaient une forte réaction locale. Dans quel- 
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ques-uns de ces cas on @ vu apparaitre des trainées de lym- 


phangite allant de la Jésion locale jusque vers Jes ganglions 
axillaires. Par ailleurs I’évolution de ces tuméfactions gan- 


clionnaires a été la méme chez tous : elles ont disparu peu a 
peu (jusqu’a 6) sans formation d’abcés. 

Chez 6 sujets faiblement allergiques, les ganglions régionaux 
n ont pas ou n’ont que trés faiblement réagi. 

Comme la réaction locale, la réaction ganglionnaire est sur- 
tout sous la dépendance du degré d’allergie bien plus que de 
la dose de BCG. 

La réaction ganglionnaire a été observée, chez les sujets 
allergiques, parfois méme aprés la deuxiéme injection de BCG. 
Apres la troisitme injection, elle ne s'est pas manifestée, 
quoique la réaction locale ait été trés intense. 

On n’a jamais noté de réaction ganglionnaire sans réaction 
locale, tandis que nous avons vu plusieurs fois des réactions 
locales sans réaction ganglionnaire. Ainsi, chez les allergiques, 
si la dose de BCG était faible (par exemple 0 milligr. 92), la 
réaction locale pouvait étre intense et n’étre accompagnée 
d’aucune réaction ganglionnaire. La deuxiéme injection de BCG, 
a dose plus petite que la premiére (0 milligr. 04), a également 
produit une réaction locale sans réaction ganglionnaire. 

Nous n’avons jamais observé de réactions focales ou de réac- 
tivation de foyers tuberculeux occultes et completement imac- 
tifs (calcifications pulmonaires ou ganglionnaires) chez les 
sujets sains, mais tuberculino-positifs 4 la suite des injections 
de BCG (durée d’observation jusqu’a deux ans). 

Chez 5 malades tuberculino-positifs, atteints de maladies 
non tubereuleuses, dontils sont morts unea huit semaines apres 
linoculation sous-cutanée de BCG, nous n’avons pas trouvé a 
Vautopsie de lésion spécifique récente. Dans un cas de méningo- 
encéphalite syphilitique, complétement anergique, mort une 
semaine aprés l’inoculation, nous n’avons trouvé & l’autopsie 
aucune trace de lésions tuberculeuses. Sans nous préoccuper 
de la cause d’anergie dans ce dernier cas, il nous parait imté- 
ressant de noter que le BCG n’a produit. ni réaction locale, ni 
lésions 4 distance: 


Nous n’avons vu de réaction fébrile(37°6) passagéve que 3 fois 


sur nos 26.cas de cette catégorie, deux & trois semaines aprés 
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Vinjection.. Dans la grande majorité de ces cas, malgré les 
réactions locales et ganglionnaires manifestes, il n’y avail donc 
pas de réactions fébriles, méme aprés 2. milligrammes de BCG 
et aprés des infections répétées. 


IV. — Le BCG injecté par voie sous-cutanée 
chez les tuberculeux. 


Au cours del’année 1928, nous avons fait des essais de traite- 
ment de tuberculeux, la plupart adultes, par inoculation de 
BCG. D’ordinaire, nous avons pratiqué une seule injection; 
parfois deux ou méme: plusieurs, & la dose de 1 milligramme, 
plus rarement 1/2 ou 1 milligr. 1/2, exceptionnellement 2. et 
-3 milligrammes.. Nous avons traité ainsi 78, malades : 36 tuber- 
culeux pulmonaires en activité, 42 tuberculeux extrapulmonai- 

Tes (peau, ganglions, séreuses). Ges cas ont été exactement 
observés au point de vue clinique et radiologique, avant et 
apres le BGG, la plupart jusqu’aujourd hui (décembre 41930). 

13 de ces malades étaient anergiques (cachectiques) et 65 
plus ow moins allergiques. Les réactions locales et ganglion- 
naires ont été: les mémes chez les allergiques malades que chez 
les allergiques cliniquement sains, mais, quant & leur inten- 
sité, en fonction du degré d’allergie. Une deuxiéme. injection 
produit les mémes effets que la premiére, avec cette différence 
que les lésions locales sont plus intenses et évoluent plus vite. 

Dans quelques cas de: tuberculose ganglionnaire ou pulmo- 
naire fébriles et tres sensibles 4 la tuberculine, nous avons vu 
Vinfiltration et la formation d’abeés apparaitre trés. tardive- 
ment, deux & trois mois.apres linoculation, et ceci seulement 
alors que la fiévre avait baissé ou disparu. 

Dans: les cas trés: graves avec compléte anergie, on n‘obser- 
yait pas: @infiltration, mais parfois un peu de rougeur pas- 
‘sagdre au lieu d’injection; pas de réaction ganglionnaire. 
Pourtant,, chez les eachectiques, & la suite de maladies non 
tuberculeuses, le BCG: a déterminé: parfois. de petites infiltra- 
tions sams tendance: au ramollissement. Les ganglions. axillai- 
res ont également quelque peu réagi. 

Une réaction focale manifeste a été souvent observée. Ainsi, 
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sur 5 cas de lupus vulgaris, elle a été évidente deux fois; les 
nodules lupiques, surtout ceux de la périphéric, devenaient 
rouges; la sécrétion plus abondante. Ayant débuté un a deux 
jours aprés l’injection, cette réaction focale a disparu en deux 
& trois jours. Sur 5 cas de lymphadénie tuberculeuse cervi- 
cale, 2 fois les ganglions malades se sont tuméfiés et sont deve- 
nus plus douloureux. Sur 31 cas de tuberculose exsudative des 
séreuses (plévre, péritoine), 8 fois l’exsudat a rapidement aug- 
menté, deux A quatre jours aprés l’injection de BCG. Cette 
augmentation était surtout appréciable dans les péritoniles. 
Parfois, un frottement pleural apparaissait aux endroits qui 
étaient intacts auparavant ou méme du cdété opposé, sain jus- 
que-la, avec douleurs spontanées prononcées. Ces réactions 
durent une & deux semaines. 

Nous mentionnerons spécialement 1 cas (fillette de dix ans) 
de péritonite tuberculeuse exsudative, avec petit épanchement 
dans la plevre gauche. Deux jours aprés l’injection de BCG 
(0 mgr. 5), la température s'est brusquement ¢élevée 
(+ 39°); un exsudat s’est formé dans la plévre droite; celui de 
la plévre gauche a augmenté; en méme temps des douleurs 
violentes dans ]’abdomen faisaient craindre une dangereuse 
aggravation d'un foyer abdominal et méme une péritonite par 
perforation. Mais en dix & quinze jours, tous ces symptOmes se 
sont dissipés ; la malade s’est vite et complétement rétablie; 
actuellement, elle est en parfaite santé (depuis deux ans et 
demi). 

Sur 36 cas de tuberculose pulmonaire manifeste et active, 
nous n’avyons jamais vu d’aggravatiou. Chez un malade, une 
légére hémoptysie, survenue quinze jours aprés l’injection de 
BCG, ne peut pas étre mise sur le compte de celui-ci d’une 
fagon certaine. Chez deux autres, on a cbservé des points de 
coté avec frottement pleural passager. Chez deux autres encore, 
qui avaient un pneumothorax artificiel, un exsudat également 
passager. 

Néanmoins, nous croyons qu'il faut admettre qu’une réac- 
tion focale des lésions pulmonaires s’observe plus souvent qu'on 
ne le peut constater par les moyens stéthacoustiques, par le fait 
que la vitesse de sédimentation des érythrocytes a été trés-sou- 
vent accélérée chez les tuberculeux pulmonaires une & deux 
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semaines aprés l’injection de BCG. Notre tres grande expé- 
rience & cet égard nous donne le droit de penser que dans ces 
cas, malgré absence de signes stéthacoustiques, il s’agissait 
d'une réaction focale; ceci d’autant plus que nous avons observé 
assez souvent dans ces mémes cas des réactions fébriles. 

Les autopsies (faites & l'Institut de Pathologie de l’Univer- 
sité) des tuberculeux qui ont recu le BCG en injection sous- 
cutanée contribuent a élucider la question de savoir si les 
injections de BCG peuvent causer une mobilisation et, par- 
tant, une dissémination des bacilles tuberculeux des foyers 
tuberculeux préexistants ? 

Sur 9 phtisiques autopsiés quatre & huit semaines aprés |’in- 
jection de BCG, 4 ont montré des disséminations récentes, sur- 
tout sur les plévres, alors que les 5 autres n’en avaient pas. 
Dans un cas de cirrhose de Laénnec, anergique, mort dans le 
coma hépatique onzejours aprés injection de BCG, on a trouvé 
une dissémination de foyers miliaires sur la plévre et autour 
d’anciennes lésions pulmonaires. L’examen histologique et bac- 
tériologique a fait conslater que ces foyers étaient déterminés 
par des bacilles de Koch virulents. Chez un sujet atteint de 
péritonite tuberculeuse plastique, anergique, décédé deux mois 
et demi aprés avoir regu le BCG, on a trouvé une tuberculose 
généralisée. 

Chez ces 9 malades, anergiques a la tuberculine, |’injection 
de BCG n’avait déterminé aucune réaction, ni locale, ni gan- 
glionnaire. 

En face de ces cas anergiques, on peut classer un cas de lym- 
phadénie cervicale chez un tuberculeux anergique, ot le BCG 
avait produit une réaction locale et ganglionnaire manifeste et 
qui est mort par perforation d'un ulcére de l’estomac, vingt 
jours apres linjection de BCG. A lautopsie, on n’a trouvé 
aucune lésion tuberculeuse ailleurs qu’aux ganglions cervicaux. 
Nous rappellerons ici les 5 autres cas, qui étaient allergiques 
x la tuberculine (donc infectés par bacilles de Koch), qui sont 
morts de maladies non tuberculeuses, et chez lesquels nous 
n’avons également trouvé aucune lésion qui efit pu faire soup- 
conner une mobilisation des bacilles de Koch. 

Nous avons l’impression que le BCG peut mobiliser les 
bacilles de Koch des foyers préexistants dans les cas de tuber- 


190 ANNALES ‘DE L'INSTITUT PASTEUR 


culose anergique, chez lesquels il ne se produit aucune réac- 
tion locale, ni ganglionnaire, au voisinage du‘lieu dinjection. 
Est-ce parce qu’une réaction de défense locale empéche Ja 
pénétration des corps bacillaires dans la circulation ? 

Chez les sujets allergiques, par contre, le BCG, en détermi- 
nant une réaction locale et ganglionnaire intense, est retenu 
sur place et ne pénetre que difficilement dans l'organisme. 

On peut se demander si |’action & distance que le BCG ino- 
culé exerce chez les allergiques est attribuable a la tuberculine 
quil est capable de produire. C'est a l’effet de la tuberculine 
quon peut attribuer les réactions focales que nous avons 
observées assez souvent, surtout dans les affections des 
séreuses. Nous avons déja insisté sur le ‘parallélisme entre la 
réaction locale et ganglionnaire d’une part et Vallergie a la 
tuberculine d’autre part. Pourtant, l’action du BCG n’est pas 
identique ‘en tous points 4 celle de la tuberculine, car, alors 
que la tuberculine ne produit aucune réaction chez les indi- 
vidus non infectés par des bacilles tuberculeux (absolument 
anergiques), le BCG qui, outre la tuberculine, contient des 
corps bacillaires, donne chez eux & peu prés les mémes réac- 
tions locales que chez les allergiques, avec la seule différence 
que ces réactions sont plus intenses et plus promptes chez ces 
derniers. Nous mentionnerons le cas d’un lupique chez lequel 
injection sous-cutanée de 1 milligramme de BCG n’a produit 
aucune réaction locale, ai fébrile, alors que 1 milligramme 
d’ancienne tuberculine a causé une réaction locale, focale et 
hautement fébrile. 

La réaction fébrile a été assez fréquente chez les tubercu- 
Jeux, tandis qu'elle était rare chez les allergiques non tubercu- 
leux. Cette réaction se manifeste par une élévation de tempéra- 
ture de 1° et plus, soit dix & quinze jours aprés (réaction 
tardive). La réaction précoce se produit surtout chez les 
malades jeunes, porteurs de petites lésions et fortement aller- 
giques ; elle dure deux & trois jours et n’a aucune influence 
sur l’état général. La réaction tardive ne se voit que chez les 
malades plus graves ; elle dure une & trois semaines, est 
accompagnée de céphalée, de perte d’appétit, d’amaigrisse- 
ment. Sur 10 cas de tuberculose de la peau et des ganglions, 
elle n’est apparue que 2 fois, alors que, dans 68 cas de tubercu- 
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lose pulmonaire ou des séreuses, on l’a constatée 30 fois. 
Tous ceux qui présentaient des réactions focales ont eu de ‘la 
fievre, ainsi que ceux chez qui la vitesse de sédimentation aug- 
mentait aprés inoculation, quoique sans signes nets de réac- 
tion focale. 

En considérant tout ce qui précéde, il nous semble que la 
réaction chez les tuberculeuxn’est pas due directement au BCG, 
mais & l’activation des foyers bacillaires par la tuberculine. 


EXAMEN HISTOLOGIQUE ET BACTERIOLOGIQUE. 


La lésion locale, extirpée 22 vive ou post mortem, a blé exa- 
minée chez 8 malades. 

Dans deux cas fortement allergiques on a trouvé, trente et 
trente-neuf jours aprés |’injection sous-cutanée de 1/4 de milli- 
gramme de BCG, |’épiderme sans altérations pathologiques; 
dans le tissu sous-cutané, de trés nombreux lymphocytes; par 
places, des petits amas de leucocytes polynucléaires mal colorés , 
ala périphérie une zone de gros mononucléaires avec quelques 
cellules géantes; pas de follicules typiques; pas de bacilles 
acido-résistants. L’infiltration agée de trente-neuf jours était 
entourée d’une membrane formée par du tissu conjonctif. 

Chez un malade moyennement allergique, le dixiéme jour 
aprés l’inoculation de 1 milligramme de BCG, ona trouvé l’épi- 
derme intact, le tissu sous-cutané infiltré par de nombreux 
lymphocytes et leucocytes polynucléaires trés mal colorés; 
autour de ce centre une zone de lymphocytes trés bien colorés, 
des cellules épithélioides avec quelques cellules géantes et des 
bacilles acido-résistants assez nombreux. 

Soixante-quinze jours apres injection sous-cutanée de 4 mil- 
ligramme de BCG chez un malade faiblement allergique, on a 
noté : au centre de la lésion locale, une masse presque homo- 
gene parsemée de quelques |ymphocytes a peine colorés et de 
nombreux bacilles acido-résistants, souvent granuleux et mal 
colorés. Autourde ce centre, un anneau formé par de nombreux 
lymphocytes prenant tres bien la couleur et de rares bacilles 
acido-résistants. Infin, & la périphérie, une zone de cellules 
épith<lioides sans cellules géantes et sans bacilles. 

Dans un cas anergique sans réaction locale perceptible, on a 
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extirpél’endroit ot le BCG (1/2 milligramme) avait été déposé par 
inoculation deux jours avant. Dans le tissu sous-cutané on n’a 
pu trouver qu’un foyer minime formé principalement par des 
polynucléaires bien colorés et quelques rares lymphocytes; pas 
d’autres éléments cellulaires, ni de bacilles acido-résistants. 
Dans 3 autres cas, ou il n’y avait également pas de lésion locale 
macroscopiquement visible, on a extirpé la région ott le BCG 
(1 mgr.) avait été injecté respectivement trente-six heures, 
trente et soixante jours auparavant. A l’examen microscopique 
tres minutieux, on n’a trouvé aucune altéralion; pas d’infil- 
tration cellulaire; pas de bacilles acido-résisiants. 

Enfin, chez un phtisique anergique, ne présentant aucune réac- 
tion locale macroscopiquement visible, on a trouvé, trois jours 
apres l’inoculation de 1 milligramme de BCG, les cellules du 
tissu sous-cutané, ot. le BCG avait été déposé, mal colorées; 
des petits ‘amas de bacilles acido-résistants entourés de nom- 
breux leucocytes; polynucléaires «t de rares lymphocytes; le 
foyer microscopique n'est pas du tout délimité de son entou- 
rage. 

Dans les ganglions axillaires correspondants, extirpés dans 
7 cas, on a trouvé, sept a soixante-quinze jours aprés l’inocula- 
tion du BCG, chez les allergiques, de l’hyperémie et une légére 
hyperplasie des follicules lymphatiques, sans bacilles acido- 
résistants; chez les anergiques par cachexie, aucune réaction 
tissulaire; pas de bacilles. 


IEXAMEN DU PUS DES ABCES PRODUITS PAR L'INJECTION DE BCG 
CHEZ DES SUJETS TUBERCULINO-POSITIFS. 


Dans le pus coloré par la méthode de Giemsa, on a trouvé 
principalement des leucocytes polynucléaires, beaucoup moins 
de lymphocytes et de gros mononucléaires. Ces derniers ont 
été assez nombreux dans quelques rares cas fortement aller- 
giques. 

Dans les frottis colorés par la méthode de Ziehl (13 cas), on 
a trouvé chez tous des bacilles acido-résistants plus ou moins 
nonibreux, longs et granuleux. Ils étaient le plus souvent extra- 
cellulaires ; cependant, dans 2-3 cas ot l’allergie était forte- 
ment prononcée et l’évolution de labcés particuligrement 
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rapide, on les trouvait & l'intérieur des cellules, surtout des 
grands mononucléaires. 

L’ensemencement du pus sur les milieux ordinaires et sur 
Petroff n’a jamais donné de résultats positifs. 

Les inoculations sous-cutanées ou intrapéritonéales de ce 
pus (2 4 5cent. cubes) obtenu par ponction, troisd sept semaines 
et méme deux ans et demi aprés l’inoculation du BCG, ainsi 
gue la greffe des ganglions régionaux et l’injection de ces gan- 
glions triturés, n’ont jamais produit chez les cobayes de lésions 
quelconques, soit macroscopiques, soit microscopiques. Les 
cobayes ont été observés de quatre & onze mois, puis sacrifiés. 


KFFET THERAPEUTIQUE. 


1° TuBERCULOSE EXTERNE. — Sur 5 cas de lupus vulgaris, nous 
avons observé une seule fois un effet thérapeutique évident. 
Aprés injection de BCG les nodules lupiques, d’abord devenus 
plus rouges et ayant sécrété davantage, se sont asséchés et les 
croutes sont rapidement tombées. Déja une semaine aprés, sans 
aucune autre médication, la peau malade s’est nettoyée comple- 
tement, demeurant seulement un peu plus rouge. II n’y eut pas 
de récidives, mémeaprés plusieurs mois. Chez un autre malade, 
les éléments lupiques se sont asséchés et la sécrétion a diminué. 
Mais, pour les 3 autres, il n’y eut aucune amélioration. 

Sur 5 cas d’adénite cervicale tuberculeuse, 2 se sont amé- 
liorés; les ganglions ont diminué de volume et se sont presque 
effacés aprés une courte réaction. Dans 3 cas, il n’y eut aucune 
amélioration visible. 


2° TuBeRCULOSE DES siREUSES. — Chez la plupart de nos 
sujets atteints de pleurésie et de péritonite exsudative, l'effet 
thérapeutique a été favorable (en tout 27 cas trailés). Les 
18 pleurésies traitées par le BCG en injection sous-cutanée ont 
toutes été favorablement influencées: la fiévre a rapidement dis- 
paru, parfois en trois & cing jours. Les exsudats ont diminué 
en une & trois semaines, plus rarement en quatre semaines. 
Aucune autre médication n’a été appliquée en méme temps, 
excepté pour 4 cas traités par |’autohémothérapie. 

A plusieurs reprises, cette amélioration a été précédée d'une 
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légere réaction fébrile et d'une passagere augmentation de 
Pexsudat. 

Dans les périlonites exsudatives, l’amélioration a été moins 
évidente et moins rapide. Dans 2 cas, l’ascite est restée inchan- 
ese, dans 3 elle a disparu lentement (six a dix semaines), et 
chez 4 rapidement (deux & trois semaines). Particulitrement 
intéressant est le cas déji mentionné d’une fillette chez laquelle, 
apres une réaction pleurale et péritonéale bruyante, tovt est 
rentré dans l’ordre, de sorte que, déja quelques semaines apres 
Vinjection sous-cutanée de BUG, la malade était pratiquement 
euérie ct reste telle depuis deux ans. 


3° TuBeRCULOSE PULMONAIRE. — Sur.21 tuberculeux, qui n’ont 
é6té traités par aucune autre médication, nous avons obtenu 
quatre fois un effet évident. Un de ces malades était atteint de 
typhobacillose, les trois autres de dissémination miliaire dis- 
créte. Quelques jours apres Vinjection, ils cessérent d’étre 
fébriles et ils ont ensuite repris rapidement les apparences de 
la santé. Une certaine amélioration a été obtenue dans 3 cas de 
tuberculose & tendance fibreuse. Sur 14 cas de phtisie fibro- 
caséeuse a différents stades, nous n’avons observé aucun effet 
favorable, tout au moins en ce qui concerne les lésions pulmo- 
naires. La fivre a parfois baissé et méme disparu. Mais il est 
difficile de se rendre compte si le BCG en fut la cause. La 
vilesse de la sédimentation des érythrocytes ne ‘s'est pas amé- 
liorée. Dans aucun cas nous n’ayons remarqué d’aggravation 
évidente 4 la suite du BCG. 

Chez 15 tuberculeux traités par le pneumothorax artificiel, 
nous n’avons vu aucun effet favorable qu’on puisse attribuer 
au BCG. Grace au pneumothorax, 10 ont pu étre considérés 
comme guéris. Chez 35 il s'est produit une bilatéralisation tar- 
dive; 2 ont été perdus de vue. Le BCG n’a pas eu d’influence 
sur la formation de pleurésie exsudative. Celle-ci a été aussi 
fréquente que d’ordinaire. 

_ En résumé, on peut dire que leffet thérapeutique du BCG a 
été le méme, 4 peu de chose prés, que celui de la tuberculine. 
Entre l’injection de tuberculine et celle du BCG, il existe pour- 
lant cette différence que, pour atleindre le méme effet théra- 
peutique, il faut faire de nombreuses injections de tuberculine, 
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tandis que d’ordinaire 2 & 3 injections de BCG suffisent. On 
pourrait dire que le BCG injecté représente une source qui 
débite de la tuberculine. 


V. — Le BCG employé par voie percutanée 
et en injections intradermiques. 


Les frictions de BCG sur la peau sacrifiée (& la Pondorf) 
ainsi que Jes cuti-réactions au BCG (en tout 20 cas) chez les 
adultes & Pirquet positif provoquent une infiltration rouge 
apparaissant aprés vingt-quatre & quarante-huit heures et 
persistant assez longtemps (méme plusieurs semaines). Elles 
déterminent donc une réaction semblable a celle de la tubercu- 
line. Les malades traités par des frictions répétées n’ont pré- 
senté aucun bénéfice appréciable. 

Le BCG a été administré en injections intracutanées chez 
100 malades, la plupart atteints de tuberculose pulmonaire. 
Les doses étaient de 4/2 — 243 millions de bacilles, répétées 
plusieurs fois, a'six;a huit semaines d/intervalle. La réaction 
locale a toujours été proportionnelle a l'état allergique du sujet 
et dans une certaine mesure a Ja concentration de l’émulsion. 
L’évolution de la réaction, dans les cas positifs, a été la sui- 
vante : aprés vingt-quatre a quarante-huit:heures apparait une 
infiltration rouge de 0,5 — 2 et méme 5 centimétres de dia- 
métre, aumilieu de laquelle se creuse, au bout de sept a dix 
jours, une petite ulcération (2.45 millimétres) profonde, don- 
nant de temps en temps un peu de pus pendant cing & six 
semaines. Au bout de. ce temps, l’ulcération disparait, et il ne 
reste qu’une pelile cicatrice violette. Les ganglions régionaux 
n'ont jamais réagi. 

La réaction focale a été nette. dans quelques cas. Ainsi, une 
tumeur blanche fistuleuse du genou a suppuré davantage aprés 
chaque injection de BCG. La réaction était nette aussi dans un 
cas d'adénite tuberculeuse fistuleuse du cou aprés chaque injec- 
tion. Une réaction fébrile a été notée chez 15 sujets. La tem- 
pérature s’est généralement élevée un a deux jours apres l’in- 
jection et pendant deux a cing jours. Dams quelques rares cas, 
une réaction fébrile tardive a été aussi observée. 
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L’effet thérapeutique a été nul dans les phlisies graves, bila- 
térales, anergiques (20 cas). Dans les cas de tuberculose pul- 
monaire peu avancée, allergiques et surtout dans les granulies 
discrétes, nous avons l’impression qu'une certaine améliora- 
tion s'est produite, tant au point de vue de l'état général, de la 
fidvre, que des signes stéthacoustiques. Dans un cas ganglion- 
naire du cou, qui a réagi A chaque injection intradermique de 
BCG, il y avait une amélioration manifeste aprés six mois de 
traitement (4 injections) : tous les ganglions étaient devenus 
beaucoup plus ‘petits et les fistules s’étaient fermées. Dans 
quelques cas, les exsudats pleuraux et péritonéaux ont disparu, 
mais assez lentement (un & trois mois), aprés plusieurs admi- 
nistrations de BCG. 


VI. — Essais de traitement de la tuberculose du cobaye 
par le BCG. 


Dans le but de nous orienler sur les effels des injections 
sous-cutanées de BCG chez les animaux tuberculeux et de 
voir, en premier lieu, si elles ne sont pas nuisibles, et avant 
dentreprendre les essais thérapeutiques relatés ci-dessus sur 
les hommes, nous avons effectué les expériences snivantes : 

Un lot de 16 cobayes (250-300 grammes) recoil (24 avril 1928), 
sous la peau de la région inguinale (12) et dans le péritoine (4), 
),001 milligramme de bacille de Koch moyennement viru- 
lent. On laisse 5 cobayes comme témoins, les 11 restants sont 
divisés en 4 groupes : 

Le I** groupe (3 cobayes) recoit, le méme jour (24 avril) que 
Pinoculation virulente, 1 million de BCG dans la région ingui- 
nale du coté opposé. 

Le I° groupe (3 cobayes) recoit le BGG 1 million 4/2 aprés 
cing jours (26 avril). 

Le Il* groupe (3 cobayes) recoil le BCG 1 million 4/2 aprés 
vingt-huit jours (24 mai). 

Le IV° groupe (2 cobayes) recoit le BCG 2 et 4 millions 
aprés soixante-dix-huit jours (10 juillet). 

Tous ces animaux ont présenté, au cours du premier mois, 
des nodules au point d’inoculation virulente et une tuméfaction 
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des ganglions inguinaux correspondants. Les ganzlions du cété 
opposé ont été beaucoup plus petits. Les nodules ne se sont 
fistulisés que dans quelques cas. 

L’injection de BCG, faite cing jours aprés infection viru- 
lente, n’a déterminé aucune réaction locale ni générale. Celles 
faites aprés vingt-huit et soixante-dix-huit jours en ont causé 
des plus nettes : rougeur, chaleur, tuméfaction de la région 
inguinale, généralement accompagnées d'une légére tuméfaction 
des ganglions correspondants, d’élévation de la température 
(plus de 39°), d’abattement général. La réaction tant locale 
que générale a été d’autant plus forte que la dose de BCG a 
été plus grande, apparaissant le troisiéme jour et disparaissant 
aprés trois ou quatre jours. Les ganglions tuméfiés sont restés 
tels pendant quinze jours. 

Tous ces animaux ont contracté une tuberculose qui n’a pas 
été différente de celle des témoins. : 

De ces expériences, il ressort que le BCG employé en injec- 
tions sous-cutanées le méme jour ou les cinquiéme, vingt- 
huitiéme et soixante-dix-huititme jours apres [inoculation 
virulente et aux doses de 1 a 4 millions de germes n’a pas 
retardé Vévolution de la tubercnlose expérimentale chez les 
cobayes. 

Les injections de BCG nont ni accéléré cette évolution, ni 
déterminé d’aggravation visible. Elles ont déterminé des réac- 
tions tuberculiniques en tous points semblables, quant aux 
phénoménes d’allergie, & celles produites par les inoculations 
de bacilles virulents. 


Résumé. 


L’introduction de BCG dans lVorganisme humain produit 
les altérations anatomo-pathologiques suivantes : aprés injec- 
tion sous-culanée, infiltration localisée autour des bacilles, 
ayant les caractéres d’une réaction défensive. Cette infiltration 
n’apparait pas chez les malades cachectiques, alors qu'elle est 
constante chez les anergiques non bacillisés, aussi bien que 
chez les allergiques. Elle est formée surtout par de nombreux 
lymphocytes, de gros mononucléaires, des cellules épithé- 
lioides, des polynucléaires et des cellules géantes. Cette 
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réaction locale est plus intense, son. apparition plus précoce, 
son ramollissement plus fréquent et plus rapide chez les aller- 
eiques que chez les individus non bacillisés. Kn somme, |’évo- 
lution dela lésion locale est, & doses égales de BCG, sous. la 
dépendance du degré dallergie. Aucune lésion n'est. percep- 
tible sur la muqueuse buccale apres ingestion de BCG. 

Dans les ganglions lymphatiques régionaux aprés ingestion 
de BCG, nous avons: vu dans: 4, cas (sur 793, vaccinés. per os) 
apparaitre une adénite cervicale provoquée trés vraisemblable- 
ment. par le BEG méme, puisque, une fois, on a réussi a liden- 
tifier dans le pus et que, dans les autres cas, il n’y avait aucune 
autre cause plausible. Ajoutons que cette adénite ne représentait 
qu’un accident passager, sans aucune suite facheuse. 

A linjection sous-cutanée, les allergiques: aussi, bien que 
les non-bacillisés réagissent par une tuméfaction des gan- 
glions lymphatiques régionaux dont lintensité et Vévolution 
sont déterminées plut6t par l'état du sujet récepteur que pan la 
dose de BCG injectée; elle est plus. intense et plus précoce chez 
les allergiques que chez les non-bacillisés; jamais de ramollis- 
sement. Seuls les tuberculeux graves, anergiques, ne présen- 
tent jamais de réaction ganglionnaire, ni macroscopique ni 
microscopique, tandis que chez les allergiques on trouve dans 
les ganglions tuméfiés del’hyperémie et une légére hyperplasie 
des follicules lymphatiques. Le BCG introduit par voie intra- 
dermique chez les tuberculeux anergiques ne provoque aucune 
réaction locale, tamdis que chez les allergiques il produit une 
infiltration qui se cicatrise rapidement. Les ganglions régio- 
naux ne réagissent pas. 

Par friction sur la peau scarifiée (a la Pondorf), on provoque 
chez les allergiques une infiltration passagére de la peau. 

En dehorsde la réaction locale et ganglionnaire nous n’avons 
jamais observé, ni im vivo ni & l’autopsie, aussi bien chez les 
bacillisés que chez les non-bacillisés, aprés ingestion ou aprés 
injection sous-cutanée, aucune lésion des organes imputable au 
BCG, aucun foyer contenant le bacille BCG. Chez un sujet 
décédé dont lautopsie fit penser, au premier abord, que la 
dissémination des foyers miliaires. était: peut-étre provoquée 
per le BCG, lexamen histologique et bactériologique a établi 
nillement quil s‘agissait. dune pneumccoccie. Un ganglion 
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trachéo-bronchique, dans lequel le BCG fut identifié, ne pré- 
sentait aucune allération pathologique. D'autre: part, les dis- 
séminations tuberculeuses récentes que nous avons rencon- 
trées parfois & l’autopsie de phtisiques qui avaient recu une 
injection de BCG dans un stade tres avancé de leur maladie 
contenaient toujours des bacilles de Koch virulents. On peut 
se demander si cette mobilisation du virus des foyers pré- 
existants chez les tuberculeux graves est due au BCG injecté. 
Nous ne l’avons jamais observée chez les allergiques. 

Le BCG injecté sous la peau a été retrouvé-: 1° dans le pus 
formé aprés ramollissement de linfiltration locale, chez les 
allergiques: et chez les non-bacillisés, plusieurs semaines. et jus- 
qu’s deux ans et demi aprés l’inoculation. Les corps bacil- 
laires s’y trouvent en grand nombre, soit phagocytés par les 
gros mononucléaires, soit extra-cellulaires, souvent granuleux ; 
2° dans la lésion locale non ramollie, chez les individus faible- 
ment allergiques, méme soixante-quinze jours aprés Vinjec- 
tion. (Nous n’avons pas examiné la lésion locale chez les non- 
bacillisés.) 

Parmi 5 malades anergiques par cachexie, ne présentant pas 
de lésion lecale manifeste, nous n’avons pu retrouver le BCG 
dams le tissu sous-cutané qu’une seule fois dans un foyer 
microscopique d infiltration leucocytaire, deux jours aprés 
Pinoculation, tandis que dans 4 autres cas, ot celte lésion 
microscopique faisait défaut, le résultat resta négatif un a 
sorkxante jours: apres l'inoculation. Toutefois, on doit noter 
que la recherche des. bacilles dans de tels cas est rendue trés 
difficile, faute de lésion locale pouvant servir de repére. Ni 
chez les allergiques, ni chez les anergiques nous n’avons pu 
démontrer par la bacilloscopie directe la présence de bacilles 
dans les ganglions lymphatiques correspondants au lieu d’injec- 
tiom du BCG, que ces ganglions aient réagi ou non par une 
tuméfaction. Ces examens: ont été faits un a soixante jours 
apres l’administration de BCG. 

Aprés ingestion de BCG dans. nos 4 cas d’ adénite cervicale, 
nous avons identifié le BCG dans le pus, six mois aprés l’inges- 
tion. Dans un autre cas, nous avons retrouvé le BCG dans. un 
ganglion trachéo-bronchique qui ne présentait aucune alté- 
ration de son parenchyme, dix-neuf mois aprés la primo-vaeci- 
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nation et sept mois aprés la revaccination per os. Il est bien 
connu que le BCG ingéré a été retrouvé aussi dans les gan~ 
glions mésentériques. 

Le BCG rencontré dans les conditions décrites n’a jamais 
pu étre cultivé. L’inoculation des organes qui en renfermaient 
n’a jamais provoqué la tuberculose chez les cobayes et les 
lapins, ce qui prouve que, méme aprés un séjour, prolongé 
jusqu’a deux ans et demi dans l’organisme humain, il a con- 
servé ses caractéres de non-virulence. 

Chez les bacillisés allergiques, beaucoup de bacilles BCG sont 
retenus sur place pendant un certain temps (un @ soixante- 
quinze jours et méme jusqu’a deux ans et demi) et déterminent 
une réaction locale intense, qui débarrasse l’organisme des 
corps bacillaires par phagocytose, par lyse ou par élimination 
avec le pus. Nous n’avons jamais constaté, pour cette caté- 
gorie de bacillisés, une généralisation du processus tubercu- 
leux partant des foyers préexistants, tandis qu'on observe 
souvent une action a distance traduite par des réactions 
focales et fébriles, comparables & celles de la tuberculine. 

Chez les individus vierges de tuberculose, un grand nombre 
de bacilles BCG injectés sous la peau, aux doses employées 
par nous, sont souvent éliminés, aprés un temps plus ou 
moins long, par le pus de la lésion locale, ce qui prouve qu il 
y a aussi, dans une certaine mesure, comme chez les bacillisés 
allergiques, une rétention du BCG sur place. 

Dans les expériences sur les cobayes le BCG ne parait exercer 
aucune action curative, et on sait que, pour cette espéce ani- 
male, l’action préventive se montre toujours faible et incon- 
stante. 


Le BCG, introduit per os dans lorganisme des sujets vierges 
de tuberculose, pénétre dans le systeme lymphatique et satisfait 
a la condition fondamentale de la prémunition contre la 
tuberculose, c’est-a-dire & limprégnation des ganglions, sans 
entrainer de suites facheuses, ni immédiates ni tardives. 
Méme aprés un séjour prolongé (jusqu’a deux ans et demt) 
dans Lorganisme humain, le BCG conserve intégralement ses 
caracteres de non virulence. 
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L’ensemble de nos observations plaide en faveur de l’impor- 
tance qu’il faut altribuer au BCG dans la prémunition contre la 
tuberculose chez l'homme. Sur nos 804 enfants (793 nouveau- 
nés vaccinés per os et 11 enfants plus dgés vaccinés par voie 
sous-cutanée), nous n’avons observé aucun cas de maladie ou 
de décés par tuberculose, pendant la durée de notre observa- 
tion, allant jusqu’a deux ans et demi. De ces enfants, 100 pro- 
venaient de familles (pere, mére, parents proches) tubercu- 
leuses ; 96 n’avaient été séparés du milieu contaminé ni avant, 
ni aprés la vaccination. Sur le nombre total des vaccinés 
16 sont morts, pendant les premiers mois, de maladies non 
tuberculeuses. 

[ntroduit sous la peau de malades bacillisés et allergiques, 
aux doses de 1/8 4 2 milligrammes, le BCG est en partie détruit 
sur place ou éliminé. Il est capable de provoquer des réactions 
a distance autour de foyers tuberculeux préexistants. Ces réac- 
tions focales peuvent étre ulilisées dans un but thérapeutique, 
surtout dans les affections des séreuses et dans les granulies 
discrétes, tandis que la phtisie fibrocaséeuse et caséeuse n’en 
tire apparemment aucun profit. L’effet du BCG injecté aux 
tuberculeux peut étre comparé a celui de la tuberculine. On 
pourrait dire que le BCG inoculé représente une source de 
tuberculine dont l’+ffet se prolonge. Nous n’avons pas pu con- 
stater d’action protectrice exercée par un foyer cutané ou sous- 
cutané, créé par le BCG, sur une tuberculose préexistante des 
organes. Les bacillisés anergiques présentent assez souvent 
aprés linjection sous-cutanée de BCG une propagation du 
processus tuberculeux, ce qui n’a jamais été observé chez les 
allergiques. 

Jusqu’a ce que des études plus approfondies et une obser- 
vation plus prolongée des malades traités permetient de se 
rendre compte si les injections de BCG chez les tuberculeux 
sont préférables 4 V’emploi de la tuberculine, on doit insister 
sur le bien-fondé de la recommandation de Calmelte : Le BCG 
est & réserver a la vaccination préventive contre la tuberculose, 
et doit étre employé aussitét que possible aprés la natssance. 
Nos expériences démontrent que la prémunition réalsée dans 
ces conlitions, par ingestion ou par inoculation, est d'une inno- 
cuilé parfaite et dune valeur indéniable. 
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PURIFICATION ET CONCENTRATION DE LA TOXINE 
ET DE L’ANATOXINE DIPHTERIQUES 


parse SCHMIDT, 
en collaboration avec A. HANSEN eit Kk. A. KJAER. 


Les principes de la purification de la toxine diphtérique se 
trouvent déja indiqués dans les travaux classiques de Roux et 
Yersin (1888-1890). En effet, ces savants avaient soumis @ une 
étude minutieuse les propriétés de la toxine qu’ils venaient de 
meltre en évidence. } | 

Lorsqu’on parcourt la littérature se rapportant a cetle ques- 
tion, on trouve de nombreuses méthodes plus ou moins effi- 
caces pour séparer le principe actif contenu dans le filtrat de 
culture d’un bacille diphtérique producteur de toxine. 

C’est surtout a Brieger et ses collaborateurs (Boer, Cohn, 
Frankel) que nous devons les premiers essais étendus sur l’iso- 
lement du principe actif des toxines microbiennes (toxines 
diphtérique, télanique). Ces auteurs se sont adressés 4 nombre 
de substances diverses pour leurs essais de fractionnement du 
bouillon diphtérique : saturation avec des sels neutres, tels le 
chlorure ou le sulfate de sodium, sulfate d’ammoniaque, pré- 
cipitation avec de l’alcool, adsorption au moyen de divers 
hydrates ou sels basiques de métaux différents (surtout des 
métaux lourds), etc. D’aprés ce qu’on peut en juger maintenant, 
ces savants ont réussi & obtenir des produits assez purs, mais il 
est cependant difficile de porter un jugement certain puisque a 
cetie époque on caraciérisait l’efficacité de la toxine unique- 
ment d’aprés ses effets physiologiques, c’est-a-dire sa nocivité. 

Parmi les travaux plus récents, nous tenons a citer tout 
d'abord ceux de Glenny et Walpole, Watson et Wallace, Watson 
et Langstaff, Kissin et Bronstein, Koulikoff et Smirnof, Leulier, 
Sédallian, Goumont, Clavel, Ramon, etc. Tous ces auteurs se 
sont livrés a l'étude de l’action des acides sur la toxine. Men- 
tionnons encore le travail de G. Abt qui a développé et perfec- 
tionné une méthode, dont Roux et Yersin avaient déja indiqué 
les traits essentiels. Nicolle, Césari et Debains ont employé le 
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sulfate de soude pour conventrer les toxines diphtérique et téta- 
nique, cela afin d’obtenir une précipitation en présence d’anti- 
toxine (méthode de l’anneau), etc. 

Les essais de purification des toxines ont eu deux buts 
1° un but théorique : chercher a dévoiler la nature du poison 
diphtérique et 2° un but pratique : produire des antigénes aussi 
puissants que possible. C’était surtout dans les années qui sui- 
virent la découverte de la toxine diphtérique que les essais de 
purification furent fréquents; puis vint une période ow 
Pintérét de cette question diminua beaucoup, et cela, parce que 
les essais d’isolement du principe actif n’aboutissaient & aucun 
résultat intéressant. 

Cependant, durant ces derniéres années, on a repris l'étude 
de la purification des toxines, et de la toxine diphtérique en 
particulier, parce que les cliniciens exigent des sérums antidi- 
phtériques de plus en plus riches en antitoxine et aussi parce que 
aprés l’introduction, dans la prophylaxie antidiphtérique, de 
Vanatoxine de G. Ramon l’intérét s’est porté sur la qualité des 
antigénes diphtériques. 

Les essais dont nous allons relater ici les résultats ont été 
exécutés en collaboration avec MM. A. Hansen et K. A. Kjaer 
et us représentent la continuaiion d’une série d’expériences 
faites par K. Linderstroem-Lang et nous-méme (1). 

Nous avons envisagé surtout deux méthodes différentes : 1° 
purification de la toxine au moyen de l’adsorption sur |’hydrate 
(aluminium, et 2° purification de la toxine par précipitation au 
moyen des acides. 

Nous examinerons ces deux méthodes séparément. 


I. — Purification au moyen de l’hydrate d’aluminium. 


L’adsorption de la toxine par les sels d’aluminium a été mise 
en évidence par Roux et Yersin dés 1889. Cette adsorption fut 
également employée par Brieger et plus récemment par 
U. Wallace (alun). Nous nous sommes adressés aux prépara- 
tions @hydrate d’aluminium dont Willslitter et ses collabora- 


(1) Voir Comptes Rendus du Laboratoire Carlsberg, 18, 1939, p. 3. 
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teurs ont indiqué la composition et qui ont été utilisées par 


eux pour la purification des enzymes. Comme on ie sait, les- 


enzymes et les toxines sont assez voisines par certaines de leurs 
propriétés et l’on pouvait s’attendre a ce que Il’hydrate d’alu- 
minium, qui grace aux travaux de Willslatter peut étre pré- 
paré avec des propriétés constantes, pit rendre quelques ser- 
vices dans l'étude de lisolement du principe actif du bouillon 
diphtérique. C'est justement ce qu’ont confirmé les recherches 
que nous avions entreprises avec K. Linderstroem-Lang. Nous 
nous sommes hasés sur ces recherches, et la technique a été 
modifiée et perfectionnée dans un but surtout pratique : pré- 
parer des anatoxines de valeur antigénique aussi élevée que 
possible. 
TRCHNIQUE EMPLOYEE. 


A. PriearaATION DE LAYDRATE D ALUMINIUM. — Nous avons 
employé presque exclusivement la préparation C de Willstatter, 
Kraut et Erbacher (1) que lon obtient de la facon suivante : 

On verse 100 cent. cubes d’ammoniaque (10 p. 100 NH‘OH) 


dans une solution chauffée a 63°C et contenant 22 grammes. 


de sulfate d’ammoniaque (NH,), SO, dans 600 cent. cubes d’eau 
distillée et on chauffe rapidement le mélange & 58°. On y verse 
en une fois en agitant fortement 150 cent. cubes d’une so- 
lution de 76 gr. 7 de sulfate double d’aluminium et d’ammo- 
niaque (Al NH‘ (SO*)? 42 H°O) préalablement chauffée a 58°; la 
température monte, par la suite, 4 61°. On agile fortement pen- 
dant dix minutes en ayant soin que Ja température ne descende 
pas au-dessous de 58°. Le mélange est ensuite versé dans 
Tlit. 2d’eau distillée additionnée de 12 c. c.5 d’ hydrate d’ammo- 
niaque (10 p. 100 NH*OH). Le mélange est agité soigneusement. 
Des que le dépéots’est formé, on enléve le liquide clair au moyen 
d’un siphon et on lave avec 7 lit. 2 d’eau distillée additionnée 
de 25 cent.cubes de solution d’ammoniaque a 10 p. 100. Aprés 
sédimentation, le dépot aluminique est lavé (2) avecl’eau dis. 
tillée jusqu’a ce que eau de lavage reste trouble. On enléve main- 

(1) Ber. d. deulschen chem. Gesellschaft, 58, 1925, 2448. 

(2) Silon posséde un grand centrifugeur, on peut, comme le fait Wilistatter, 
faire toutes ces manipulations par centrifugation. Mais i! y’est point néces- 


saire d’avoir recours a Ja centrifugation parce que le dépét aluminique, assez 
lourd, se sédimente facilement. 
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tenant une quantité d’eau aussi grande que possible; le résidu 
constitue alors la suspension d’hydrate d’aluminium. La quan- 
tité dont nous venons d’indiquer la composition fournit en 
général un demi-litre environ de suspension. 

D’aprés notre expérience, il importe que les produits chi- 
miques employés soient aussi purs que possible, sinon le pou- 
voir adsorbant de la préparation sera peu satisfaisant. I] ne faut 
pas laisser vieillir hydrate d’aluminium, mais |’employer frai- 
chement préparé. 


B. Absorption, LAVAGE, EXTRACTION. — On mélange la toxine 
et hydrate d’aluminium dans la proportion de 100 parties de 
toxine et 20 parties de suspension aluminique. Apres avoir agité 
soigneusement le mélange, on centrifuge (l’adsorption s’effectue 
presque instantanément). On lave le dépdt deux foisavec de l’eau 
distillée en employant & chaque opération un volume d’eau cor- 
respondant au volume primitif du mélange toxine + hydrate 
aluminique. On fait ensuite une extraction en délayant le dépét 
aluminique dans une solution biphosphatée de soude (2 gr. 4 
Na*HPO* 12020 dans 100 cent. cubes d’eau). Le principe actif 
diffuse presque instantanément dans la solution phosphatée. On 
. centrifuge, et le liquide, appelé é/utzon par Willstitter, contient 
maintenant une portion de la toxine plus ou moins grande — 
qui peut varier beaucoup selon les qualités du bouillon et les 
conditions de l’expérience — mais relativement peu de matiéres 
protéiques non spécifiques. 

Examen des « élutions ». — Nous avons déterminé le poids 
du résidu sec (dont une partie constituée par des phosphates} 
ainsi que la teneur en azote (lazote total d’aprés Kjeldahl et 
Vazote aminé d’aprés Van Slyke). Les propriétés immunologi- 
ques étaient déterminées d’aprés la méthode de Ramon (pou- 
voir neutralisant et floculant) et d’aprés Ehrlich (toxicité directe 
et indirecte). En outre, nous avons effectué des essais d'immu- 
nisation, dans les cas ow il s’agissait de l’anatoxine. 

Evaporation et dialyse. — Nous avons essayé dans quelques 
cas de concentrer les toxines (ou les anatoxines) avant l’adsorp- 
tion. La concentration se faisait par simple évaporation & une 
température de 25 a 30°. En général, les toxines étaient éva- 
poréesau dixitme du volume primitil, puis conservées quelques 
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jours 40°; de cette fagon une grande partie des sels cristalli- 
sent au fond du vase. Le liquide clair était ensuite dialysé dans 
de l'eau courante, jusqu’a ce que les phosphates eussent dis- - 
paru (réaction avec du chlorure double de magnésium et 
d’ammonium). Pour la préparation de sacs de dialyse, nous 
nous sommes servis du cellophane. Il en existe des qualités trés 
variables; il faut en choisir une dont les pores soient assez 
serrés. Par cette dialyse, on se débarrasse non seulement 
des phosphates qui empéchent l’adsorption, mais aussi d'une 
partie considérable des matitres protéiques plus ou moins 
altérées quise trouvent dans la toxine brute (1). Sil’on adsorbe 
de telles toxines concentrées et dialysées on peut constater que 
le rendement (le titre de I’élution) est plus élevé lorsque la 
solution toxique est diluée convenablement avant |’adsorption. 
D’aprées nos expériences, des toxines trés fortes (80 4 100 UI au 
centimélre cube) n’abandonnent qu’une proportion relative- 
ment petite de toxine a l’hydrate d’aluminium. La concentra- 
tion optimum pour I’adsorption correspond 4 30-40 unités par 
centimétre cube. Il est possible que la force de la toxine brute 
joue aussi un réle a cet égard. Nous avons employé pour divers 
essais des toxines titrant 7a 10 Ul au centimétre cube. 


DIVERS FACTEURS INFLUENCANT L’ADSORPTION. 


L’hydrate aluminique adsorbe en général d’autant plus de 
toxine que le pH du milieu est plus grand, mais la teneur en 
matiéres protéiques atteint le minimum a pH 7-8. On obtient 
done parfois des produits plus purs dans un milieu légérement 
acide (pH ca. 6,5), ou sensiblement alcalin (pH ca. 9). 

Dans la pratique, nous opérons toujours & pH 7-7,5 ; 
si les toxines sont plus alcalines, ce qui est souvent le cas 
(pl 8-8,5), nous ajoutons de lacide acétique pour abaisser 
suffisamment le pH. 

Nous avons obtenu les meilleurs résultats en employant 
20 cent. cubes de suspension aluminique pour 100 cent. cubes 
de toxine. Avec les quantités, soit supérieure, soit inférieure, 
le rendement est toujours plus faible. 


(1) Voir a propos de la dialyse dans les sacs de cellophane le travail de 
G. Abt. Ges Annales, 42, 1928, p. 1336. 
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La solution phosphatée qu'on utilise pour l’extraction doit 
étre assez alcaline (p19 ou plus). Avec une solution phosphatée 
de pH 8, le rendement est plus petit qu’avec une solution a 
pil 9, et lorsque la solution est pH 7 le rendement est encore 
moindre. A pH 10, on obtient le méme rendement qu’a pH 9. 

On peut utiliser d’autres combinaisons pour préparer les 
élutions. Avec K. Linderstroem-Lang, nous avons essayé 
lammoniaque. Nous avons également employé des solutions 
de silicate de sodium, antimoniate de potassium et carbonate 
de sodium. Toutes ces solutions nous ont permis d’extraire de 
la toxine, mais aucune d’elles ne comportent d’avantages sur 
la solution phosphatée. Celle-ci donne les meilleurs résultats 
lorsque la concentration est environ 2,5 p. 100. 


Essals DE DECOLORATION. 


La couleur des élutions dépend de celle des toxines brutes 
qui ont servi & leur préparation. Si les élutions sont dans la 
plupart des cas faiblement teintées, il est cependant rare d’en 
obtenir qui soient incolores. Lorsqu’on adsorbe une toxine 
concentrée et dialysée, l’élution correspondante peut méme 
étre brune foncée. Nous avons essayé plusieurs moyens pour 
remédier & cet inconvénient plus apparent que réel, et nous 
nous sommes arrété au charbon médicinal (Merck). On peut 
obtenir une décoloration parfaite en ajoutant 2 p. 100, ou plus 
a la toxine, et en filtrant aprés mélange, sur papier. 

Avec des quantités plus faibles, on n’oblient qu’une décolo- 
ration partielle, et avec des quantités plus fortes il y a une trop 
grosse perte. La décoloration peut étre faite avant l’adsorption, 
ou bien, ce quiest plus commode, on ajoute simplement du char- 
bon simultanément avec Vhydrate d’aluminium (adsorption 
combinée). Le charbon reste alors fixé sur le dépét aluminique et 
’élution devient incolore. On peut enfin décolorer 1’élution 
d’aprés la méme technique. En enlevant les matiéres colorantes 
de la toxine, on se débarrasse en méme temps d’une partie des 
protéines. Nous donnerons ci-aprés un exemple démontrant la 
purification d’une toxine 0,29 : 1° par simple adsorption avec de 
hydrate d’aluminium et 2° par adsorption combinée avec de 
Vhydrate d’aluminium et du charbon médicinal « Merck ». 
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Propriétés de la toxine 9.29 : 


Ul vauicentimetre-cubezn: «.ute een as desierenest gen sue 40 
deimMemy eau centimetrerculbes. mesa ence arcu cure 400 
Lit yaurcentimetrescub e.aaeteacaeie cts neavaetan cies: Tals} 
Lea lecentinie treaculb ¢apumamreirenrs (o: aa eee eee 9,0 
N (total), en milligrammes, au centimétre cube .. . 3,36 


L’adsorption était faite a des pH différents, d’une part avec 
de hydrate aluminique seul (1), et d’autre part avec de l’hy- 
drate aluminique et du charbon en proportions diverses. Voici 
les résultats obtenus a pit 7. 


Ul D.M M. Ly N (total) 
au au au au 
cent. cube cent. cube’ cent. cube cent. cube 
I. Adsorption simple... . 6,5 Sie 3,0 0,182 
II. Adsorption combinée : 
a) 1p. 100 de charbon. .. 5,8 350 5,0 0,133 
6) 2p.4100decharbon... 4,8 200 4,0 0,07 
c) 5 p. 100 de charbon. .. 4,4 150 4,0 0,056 


On voit d’aprés ce tableau que l’adsorption combinée fournit 
des produits plus purs que l’adsorption simple, mais que la 
perte est relativement plus grande Ainsi, l’élution provenant 
de Vadsorption simple conlient 65 p. 100 de la totalité de la 
toxine, tandis que l’élultion provenant de l’adsorption combi- 
née en contient respectivement 58, 48 et 44 p. 100. 

Comme nous l’avons rappelé, on peul évaporer et dialyser 
les toxines avant l’adsorption. Nous avons justement opéré de 
cette facon avec un échantillon de la toxine ci-dessus mention- 
née. La toxine brule était évaporée au dixiéme ct dialysée 
jusqu’a ce que les phosphates eussent disparu. Le volume de 
la solution était doublé pendant la dialyse (qui se fait a Ja 
pression ordinaire) et le titre était égal & 49 UI au centimétre 
cube, ce qui montre qu’aucune perte appréciable n’a eu lieu 
pendant la dialyse. Le tableau suivant montre les résultats 


(1) Il faut se souvenir que Je dépot aluminique peut étre élué une seconde 
fois. Si pour la seeonde élution on emploie un tiers du volume de solution 
phosphatée employée pour la premiére élution, on obtient en général une 
solution ayant 4 peu prés le méme titre que la premiére élution. Cela vent 
dire que le rendement total devient respectivement environ 85, 75, 65 et 
50 p. 100. La solution qui reste contient aussi un peu de toxine; elle peut 
étre évaporée, mélangée avec des toxines fraiches et servir a Vimmunisation 
des animaux producteurs du sérum antidiphtérique. La perte définitive est 
ainsi insignifiante. 
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obtenus, d’une part, par adsorption simple, et, d’autre part, par 
adsorption combinée (avec 2 p. 100 de charbon). 


ELUTIONS 
a en 
adsorption simple adsorption combinée 
SOLUTION TOXIQUE UI UI N 
employée aI en milligr. an en milligr. 
au al 
cent. cube cent. cube Cent. cube Contiecana 


a) non dilués; 49 ULau cen- 
HMeLrercunve rw m. ee 1ORO 0,329 16,8 0,280 
6) diluée dans la propor- 
tion de 1:41; 24,5 UL au 
centimetre cube ....... 1230 0,224 Ae? 0, 266 
c) diluée dans la propor- 
tion de 1:3; 12,25 UI au 
centimetrevcubes =)... +639 0,21 


wm 


5,6 0,182 


ll ressort de ce tableau que le rendement augmente avec la 
dilution comme nous l’avons mentionné auparavant. 

Pour tous les essais que nous venons de relater, nous avons 
employé la toxine diphtérique non altérée. Mais on peut aussi 
bien se servir des toxines partiellement détoxiquées ou rendues 
inoffensives par le formol (anatoxines). Les résultats qu’on 
obtient sont sensiblement identigues d’aprés ce que nous 
avons eu l’occasion de constater a la suite d'un grand nombre 
d’expériences comparatives (1). 

Comme nous venons de le dire, la valeur de l’élution dépend 
en premier lieu du titre de la toxine employée. Maisil intervient 
cependant nombre de facteurs que nous ne savons pas encore 
préciser actuellement. Ainsi, deux toxines ayant le méme 
titre, préparées au moyen du méme milieu, dans les mémes 
conditions expérimentales, possédant des propriétés physico- 
chimiques et immunologiques apparemment identiques, peu- 
vent se comporter d’une facon trés différente vis-a-vis de 
l'adsorption avec l’hydrate aluminique. Le titre des élutions 
respectives peut varier considérablement ; il existe méme des 
toxines qu'il ne vaut pas la peine d’adsorber, le rendement 
étant trop faible, etc. 

Pour obtenir des toxines purifiées de titre trés élevé (plu- 
sieurs centaines d’unités par centimétre cube), il faut évaporer 

(1) Dans quelques cas, nous avons pu constater qu’il est préférable, lors- 


qu’il s’agit dune anatoxine, de faire ]’adsorption dans un milieu faiblement 
acide (pH 6-6,5). 
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les élutions. Nous avons concentré les élutions de deux facons 
différentes : 

1° Par évaporation (20°) au dixiéme ou vingtitme du volume 
primitif et conservation & basse température pendant un a deux 
jours. De cette facon, on profite aussi de la différence en solu- 
bilité du phosphate a des températures diverses. A 0°, le phos- 
phate n’est soluble que dans la proportion de 2 p. 160 environ. 
Il se forme alors un dépét abondant de cristaux phosphatés. 
On sépare le liquide clair des cristaux qui sont lavés rapide- 
ment avec un peu d'eau préalablement refroidie & 0°; 

2° Par une dialyse prolongée dans des sacs de collodion sous 
une pression réduite. Cette derniére méthode est plus compli- 
quée et plus lente, mais elle fournit des produits plus purs, 
puisque le procédé de dialyse permet |’élimination d’une partie 
des matiéres protéiques non spécifiyues. 

Nous donnons ci-aprés un exemple de la préparation d’une 
anatoxine purifiée et concentrée. L’anatoxine brute contenail 
9 Ul au centimetre cube. La tencur en azote (Kjeldahl) était de 
3 milligr. 39aucentimétre cube. Nous partions de 8 litres, c’est-a- 
dire de 72.000 UL au total. L’adsorption était faite parla méthode 
que nous avons décrite en employant 20 cent. cubes de suspen- 
sion aluminique p. 100 d’anatoxine. On obtenait 8 litres d’élu- 
tion contenant 6,4 UI et 0 milligr. 105 N au centimétre cube. 
L’élution était évaporée jusqu’au volume de 1 litre et placée A 
la glaciére pendant deux jours. Le liquide clair séparé des cris- 
taux était dialysé pendant trois semaines sous la pression ordi- 
naire (sacs de cellophane). Le dialysat exempt de phosphates 
contenait 38.400 UI sous un volume de 1.200 cent. cubes, c’est- 
a-dire 32 UI par centimetre cube. Le liquide était traité et 
successivement trois fois avec 2 p. 100 de charbon médici- 
nal (filtration sur un entonnoir Buchner). Le liquide clair et 
parfaitement incolore a été évaporé jusqu’é un volume de 
48 cent. cubes ; il contenait alors 650 UL et 1 milligr. 95 N 
par centimétre cube. Le rendemeat total a été relativement petit 
(40 p. 100), mais le produit obtenu est d’un autre coté d'une 
valeur trés élevée, comme nous allons le voir plus tard, au 
point de vue de l’immunisation. On voit que l’anatoxine puri- 
fiée tout en renfermant 650 UI au centimétre cube ne contient 
que 1 milligr. 95 N (environ la moitié de la quantilé que contient 
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Yanatoxine brute). Le produit concentré est donc 125 fois plus 
pur au point de vue de la teneur en protéines, par rapport & la 
valeur antigéne intrinséque, que l’anatoxine brute. 


If. — Précipitation des toxines au moyen des alcools, 
acétone, etc. 


Comme nous l’avons rappelé, déja Brieger et ses collaborateurs 
se sont servis de l’alcool £thylique pour la purification des toxines. 

Nous avons examiné l’effet purificateur des alcools méthyli- 
ques et éthyliques et celui de l’acétone our la toxine et l’anti- 
toxine diphtériques. 

Un essai préliminaire fait avec de l’alcool méthylique (simple 
précipitation de la toxine brute par addition de 10 volumes 
d alcool, dissolution du précipité formé dans de l’eau physio- 
logique) nous montra que la toxine ainsi traitée avait perdu 
son aptitude a floculer en présence de sérum antidiphtérique. 
Cet essai était fait 4 la température de laboratoire ; comme, en 
régle générale, l’influence des divers agents chimiques sur 
la toxine est d’autant plus prononcée que la température est 
plus élevée, nous avons effectué les expériences 4 trois tempé- 
ratures différentes : — 10°, 0° et 10° C. La toxine qui a servi 
pour tous ces essais contenait 10,2 UI, 500d. m. m., 11,5 Li, 
28 milligr. 9d’extraitsec, 3milligr. 29 N (total) et 1 milligr. 545 N 
(aminé) par centimétre cube. La technique de précipitation 
était la suivante : 200 cent. cubes de toxine étaient versés len- 
tement en agitant continuellement dans 1.800 cent. cubes de 
Yagent précipitant. Les deux liquides étaient préalablement 
refroidis a la température de l’ opération, sauf pour l’expérience 
faite a — 10°, of la toxine avait la température de 0° au moment 
de la précipitation. Aprés évaporation du liquide surnageant, 
le dépot était dissous dans 100 cent. cubes d’eau physiologique. 


y 


Ul 
Le degré de purification traduit par le guocgnt — est indiqué 


N 
par le Mfeat suivant : 
5 4 3 ALCOOL ALCOOL ACKTONE 
Ee ReS KAS URE méthylique éthylique 
icp hel a cdia: 6 Lale catacane 17 13 4,4 
().. erawromas. Dee Lae wore 23 10 4,0 
SUNY aes ate ioe carts tien eee 47 10 4,0 
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L’alcool méthylique produit donc la meilleure purification. 
L’acétone n’améne pour ainsi dire aucune purification bien 
appréciable, le quotient - pour la toxine brute élant de 3,1. 
Mais les produits précipités par l’acétone ont gardé presque 
intégralement la fonclion floculante, surtout si ’opération a eu 
lieu & 0°. Pour les toxines précipitées respectivement & 10° 
et 4— 10°, cn note seulement un retard léger dans le temps de 
floculation qui est plus grand pour la toxine précipitée 4 10°. 
Les toxines précipitées avec de Ilalcool éthylique peuvent 
floculer (également avec un retard notable) lorsque l’opération 
a été faite 4’ —10° ou & 0°, mais elles ne floculent pas si la 
précipitation a eu lieu a 10°. Les toxines traitées avec de l’alcool 
méthylique ont presque complétement perdu la propriété flo- 
culante (1). 

Puisque l’acétone n’altére point les toxines, on peut — si 
lon veut opérer rapidement — utiliser ce corps pour une con- 
centration des élutions toxiques, au lieu de les évaporer et 
dialyser. L’acétone utilisé peut étre régénéré par simple distil- 
lation et ainsi servir plusieurs fois. Ji est vrai que les phos- 
phates sont aussi précipilés par ]’acétone, mais en trailapnt le 
dépdot avec de l'eau a 0° la dissolution de la toxine s’opére 
facilement, tandis que la dissolution des phosphates se réalise 
assez lentement 4 celte température. 


Ill. — Précipitation des toxines au moyen des acides. 
(Abaissement du pll du milieu.) 


Comme nous l’avons mentionné dans l’introduction de ce 
mémoire, de nombreux savants, aprés Glenny et Walpole, se 
sont livrés a l'étude du processus de précipitation des toxines 
au moyen des acides divers (notamment l’acide acétique et 
l'acide chlorhydrique). Cette méthode comporte un grand avan- 
tage : la technique est beaucoup plus simple que celle de la 
plupart des autres méthodes de purification employées jusqu’a 
présent. Si donc les produits obtenus par ce procédé valaient 
— tant au point de vue quantitatif (rendement) que qualitatif 


(1) La floculation devient irréguliére et change d’aspect (granuleuse), 
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(propriétés spécifiques) — ceux que fournissent les meilleures 
des autres méthodes connues, cette méthode se préterait par- 
liculigrement bien & la concentration des principes actifs des 
toxines. 

Nous avons fait une série d'expériences A ce sujet et nous 
avons comparé les résultats avec ceux que nous avons pu 
obtenir avec Ja méthode d’adsorption au moyen de l’hydrate 
aluminique. 

Nous avons employé la technique que voici : 

A une série de tubes 4 essai contenant chacun 5 cent. cubes 
de Ja toxine & examiner, on ajoute des quantités décroissantes 
@acide chlorhydrique (1). On agile les tubes pour bien 
mélanger et on les laisse reposer & la température ordinaire en 
attendant attentivement l’apparition de la premiére précipi- 
tation. La précipitation commence d’abord dans un des tubes 
et s’étend ensuite aux tubes voisins contenant des quantités 
d’acide soit supérieures, soit inférieures & celles du tube « indi- 
cateur ». Celui-ci indique en général la quantité d’acide qu’il 
faut ajouter & la toxine pour obtenir la précipitation maximum 
des substances actives (2). Nous avons déterminé la concentra- 
tion en ions H dans de tels mélanges en nous adressant & la 
méthode électrométrique (électrode & calomel comme standard). 
Les mélanges se trouvant dans la zone de pH 3,1-4,1 ont pré- 
cipilé presque simullanément, mais la premiére précipitation, 
celle donnant le plus grand dépot, a eu lieu le plus souvent a 
pi 3,5. A un pH au-dessus de 4,4 et au-dessous de 3,1 il s’est 
formé également des flocons, mais mois rapidement et moins 
abondamment. 

La toxine ainsi que l’acide chlorhydrique étaient conservés, 
au préalable, pendant vingt-quatre heures a Ja température a 
laquelle lopération était faite. Aprés sédimentation, le mélange 
était centrifugé (vitesse 3.000 tours, temps de centrifugation, 
quinze minutes) et le dépdt, séparé du centrifugat, était lavé 
deux fois avec une solution tampon du méme pH que celui du 
mélange avant la centrifugation, puis dissous dans une solution 


phosphatée a pil 8. 
(1) Cette technique a élé recommandée par kissin et Bronstein. 


(2) D’autre part, iln’est pas sur que cette quantité d acide donne des préci- 
pités les plus purs au point de yne de la teneur en protéine. 
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Nos expériences ont montré que les meilleurs résultats — en 
ce qui regarde le rendement et Ja pureté du produit — sont 
obtenus & pH 3,5-4. Il faut opérer & des températures aussi 
basses que possible (voisines de 0°). Plus court est le temps de 
contact de la toxine avec l’acide, plus faible est la partie du 
principe actif détruite. En général, il suffit de laisser le 
mélange toxine + acide pendant trois heures environ si le 
pl est 3,1. A des températures plus élevées, la précipitation 
se termine encore plus vite; & 37° on peut centrifuger déja 
aprés une heure méme si le pH est 4,1. Le rendement moyen (1) 
étail de 49 p. 100 & pH 3,1, mais de 57 p. 100 & pH 3,5-4,1. Au 
contraire, & pH 4,4 on n’obtient que 35 p. 100 de rendement. 

Ces essais ont été tous faits avec de l’acide chlorhydrique. 
Nous avons essayé également l’acide acétique et nous l'avons 
employé dans les proportions respectives de 1,2 et 3 p. 100. Les 
rendements correspondants étaient de 35, 15 et 20 p. 100. Aussi 
au point de vue de pureté, les toxines précipitées au moyen de 
Yacide acétique étaient inférieures & celles obtenues par préci- 
pitation avec de l’acide chlorhydrique. 

Comme les essais faits avec des toxines faibles (5 unités au 
cevtimétre cube) ont donné un rendement relativement plus 
élevé que ceux faits avee des toxines fortes (10 unités au plus), 
nous avons essayé de précipiter des toxines concentrées par 
évaporation et dialyse. Les résultats ont été meilleurs que pour 
les toxines ordinaires tant au point de vue de rendement (jus- 
qu’a 66 p. 100) que de la pureté. 

Des expériences faites avec des anatoxines ont donné des 
résultats & peu prés idenliques & ceux que l’on avait obtenus 
avec de la toxine non modifiée; mais le rendement a été plus 
édlevé (environ 60 p. 100 en moyenne). 

Comme |’ont démontré Watson et Langstaff, on peat repré- 
cipiter les toxines, déja purifiées une fois, au moyen de I’acide 
et ainsi obtenir des produits plus purs. C’est ce que nos expé- 
riences ont confirmé, mais il en résulte une perte considérable ; 
le rendement n’a été que de 35 p. 100 par la deuxiéme préci- 
pitation. 


Nous avons également essayé de précipiter les toxines déja 


(1) Température de 0°. 
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purifiées avec l’hydrate aluminique par l’acide chlorhydrique. 
La purification ne s'est faite que trés difficilement (séjour a 37° 
pendant quatre heures) et le rendement était insignifiant 
(12 p. 100). 


Propriétés des toxines purifiées. 


Les toxines ou anatoxines purifiées avec de l’hydrate d’alu- 
minium sont faiblement teintées, celles traitées avec du charbon 
en quantités suftisantes sont incolores; il en est de méme pour 
celles traitées par de l’alcool méthylique. L’alcool éthylique 
donne des solutions faiblement teintées tandis que les toxines 
précipitées par de l’acétone ont & peu pres la méme couleur 
que les toxines brutes. Les solutions qu’on obtient par traite- 
ment des toxines au moyen des acides sont en général rou- 
geatres. Les toxines purifiées au moyen de l’hydrate d’alu- 
minium sont moins toxiques que les toxines brutes. Le pouvoir 
neutralisant est inaltéré, ce qui montre qu'il n’y a aucune des- 
truction, mais que, seulement, une transformation selon le 
schéma : toxine — toxoide a eu lieu. Elles floculent aussi net- 
tement et avec la méme rapidité que les toxines originelles 
ayant servi & leur préparation. 

Au contraire, les toxines purifiées au moyen de l’acide, tout 
en ayant gardé une certaine proportion des pouvoirs toxiques el 
neutralisant des toxines brutes, ont perdu l’aptitude a floculer 
en présence d’antitoxine. Cependant, elles peuvent floculer 
lorsqu’on les mélange, au préalable, avec une toxine fraiche en 
proportions convenables; mais elles ralentissent sensiblement 
apparition de la floculation. Si, pour la purification, on part, 
non d'une toxine, mais d'une anatoxine, le produit purifié peut 
floculer, mais le temps de floculation est plus grand que pour 
Yanatoxine brute. Cela prouve que la stabilité de l’anatoxine 
vis-a-vis des ions H est bien supérieure 4 celle de la toxine non 
altérée. 

Les toxines purifiées, soit par’ hydrate aluminique, soit par 
Vacide, sont trés instables. Un séjour pendant vingt-quatre 
heures 4 37° leur fait perdre 30 & 50 p. 100 de leur pouvoir 
antigéne, alors que les toxines brutes correspondantes peuvent 
étre exposées impunément a 37° pendant plusicurs jours, 
méme pendant des semaines. Au contraire, les anatoxines 
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purifiées jonissent d’une stabililé & peu prés égale a celle des 
anatoxines brutes (a 37°). 

Les anatoxines purifiées sont parfaitement inoffensives a la - 
condition que l’anatoxine brute ayant servi 4 leur préparation 
ait été totalement détoriquée. Dans ce cas, on peut les injecter 
aux animaux sensibles & la toxine diphtérique & des doses trés 
grandes saus provoquer la moindre réaction. Ainsi, l’injection 
dans le derme du lapin de 0c. c. 140. c. 2 d’une anatoxine 
purifiée contenant plusieurs centaines d'unités au centimetre 
cube ne détermine aucune réaction locale (1), le méme animal 
tolére Tinjection intraveineuse de 5 cent. cubes de cette anz- 
toxine purifiée sans montrer les moindres signes immédiats ou 
tardifs d’intoxication diphtérique. Les anatoxines purifiées se 
montrent également inoffensives vis-a-vis des cobayes. 

Jamais nous n'avons pu constater la transformation des ana- 
loxines en toxines au cours des divers processus de purification 
utilisées. 


Pouvoir immunisant des anatoxines purifiées. 


Un intérét particulier s’attache naturellement aux propriétés 
immunisantes des anatoxines purifiées. D’aprés les travaux de 
Ramon, dont les résultats ont été confirmés par un nombre 
d’autres chercheurs (Glenny et ses collaborateurs, H. Schmidt 
et W. Scholz, 8. Schmidt, d’Antona, etc.), le pouvoir antigéne 
intrinséque, c’est-a-dire le pouvoir neutralisant tel qu il peut 
étre mis en 6vidence par la méthode de floculation, est un indi- 
cateur de la valeur immunisante des toxines et anatoxines. Miis 
il ressort encore des recherches de Ramon ainsi que de celles 
de Sdrodowski et Chalapina qu’on doit tenir compte de la rapi- 
dité avec laquelle flocule une anatoxine pour l’évaluation du 
pouvoir anligéne (2), 

Nous avons vérifié chez l’animal le pouvoir immunisant de 


(1) Rappelons qu il faut seulement injecter 1/3.000 d. m. m.d’une loxine non 
es pour provoquer une réaction intradermique tres nette chez le lapin 
blanc. 

(2) Rappelons que pour ]’estimation exacte de la vraie valeur thérapeutique 
des sérums antidiphtériques il faut considérer le titre anlitoxique d'une 
part-: c'est la mesure quantitative, et la vitesse de neutralisation, d’autre 
part; c’est la mesure qualitative. 
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TABLEAU. 
ESS RS I SBS ST SS SS STA SE SS SSS SD 
° EB ile ees OBSERVATIONS DES ANIMAUX OE ae 

28 a apes Sess 

Zs ; mere es 3S is ag 5 aprés l’injection de 5 25 & 

= 5 CARACTERISTIQUE =f ok ; a _2s 

oa 2 | 2/5s5~ eens 
& 8 Poise 3 Ea © 
3 Pct dL Glee. say, TS sO Glerrecainy, Aisig 
x an Ee 
3722 | Anatoxine brute. | 16,5 | 10 i) ee SE SE One -HtoHoeat+ 50 
CLO OrOe® ay a es OM) 
OnOZe-O OO OIOX© ; 
37°° | Anatoxine brute. | 16,5 | 25 LOOP Vex@O OLOn® @oooo°o 90 
CLO OC. @ ORONO Ge) 

0» | Anatoxine brute. | 8,8 | 10 ”%7 |+O000 |+@e@@60 50 

COV Ove: © Orr Or1O-6 

O* | Anatoxine brute. | 8,8 | 25 A OROLO IO Ke) ret OO 60 

OOO. SC Cui) O.Ow 

0” |Purifiée avec I'hydrate,} 5,6 | 10 100 Fi G.@ ©, © OrOsOr@ne) 400 
Valuminium et de OO ONO NOC ONOTONG, 
charbon (inco- 
lore). 

O** |Purifiée avec l’hydrate,} 5,6 | 25 | (100) |JOO OO OR)IO OO O OC (1)} (100) 
Valuminium et de O (4) 
charbon (inco- 
lore). 

0» |Purifiée au moyen| 650 | 10 |(50860)}+ @O OC +++ -+4+ +4 (12) 
de lacide chlo-|° O (4) @@o 1) 
rhydrique (rou- 
geatre). 

O* |Purifigée au moyen} 650 | 25 [(35440)/+ +++@ |+@@@0 60 
de lVacide chlo- @rd CrOrGrOwe 
rhydrique (rou- 
geatre). 

: 16 |\Purifiée avec de| 650 | 10} (400) |OOOOO |OO000 (100) 
Vhydrate alumi- One) OQ © (4) 
nique et de char- 
bon (incolore). 

16 |Purifig6e avec dej 650 | 25 1(80490)|+ O OOO CrOr@r@r©, (100) 
Vhydrate alumi- Crown) O (1) 4 
nique et de char- 
bon (ineolore). i 

K |Purifiée paradsorp-| 1.200] 40 8 |@@oo0do jOO000 100 
tion avec de Phydrate CO OOO 10 OOO *© 
aluminique sans 
charbon (brune 
foncée). 

K |Purifiée par adsorp-| 1.200] 28] 10 JOOOOQ |@@O0O0 80 
tion avec dehydrate OrxOn@On Oi) Or O@r@rere® 


aluminique sans 
charbon (brune 
foncée}. 


animal meurt aprés cing jours; ©, l’animal survit. 


+, l’animal meurt avant quatre jours; @, : i f 
: : 4 lheureusement quelques-uns ont disparu a cause 


_ (1) Il y avait ici originellement 10 animaux mais ma 
de défectuosités de la cage qui a servi a l’expérience. 
(2) Un animal est mort avant injection de la toxine. 

—————————————————————— ae 
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Vanatoxine purifiée en procédant ainsi : deux lols de cobayes 
pesant 300 grammes recurent sous la peau respectivement 10 
et 25 UI de l’anatoxine & examiner. Trois semaines aprés, la 
moitié des animaux de chaque lot recut également sous la peau 
une dose mortelle et autre moitié dix doses mortelles de toxine 
diphtérique (1). Le tableau ci-dessus mantre le pouvoir immu- 
nisant d’un certain nombre d‘échantillons d’anatoxine. 

En consultant ce tableau, on voit qu’wne seule injeclion de 10 
UI d’anatoxine est capable de rendre la plupart des animaux ré- 
fractaires & Vinjection d’une dose sirement mortelle de la toxine, 
lorsque Vinjection est faite trois semaines aprés la vaecina- 
tion (2). Il semble que l’anatoxine 0” (brute) soit un peu infé- 
rieure comme antigéne a l’anatoxine 37"; mais on peut admettre 
que le nombre restreint d’animaux employés ne permet pas 
une conclusion ferme a ce sujet. 

Si l'on compare les résullats obtenus avec les anatoxines 
brutes et ceux acquis avec les anatoxines purifiées, il ressort 
incontestablement — malgré les irrégularités des résultats — 
que le pouvoir immunisant des anatoxines purifiées au moyen 
de lhydrate aluminique (sans ow avec du charbon) est au moins 
égal a celui des anatoxines brutes; tandis que lanatoxine purifiée 
au moyen de lacide chlorhydrique semble étre inférieure au 
point de vue antigénique, soit aur anatoxines brutes, soit aur 
anatoxines purifives avec Vhydrate daluminium. 

Cette yuestion étant extrémement. importante, & notre avis, 
nous avons répété l’expérience, en faisant une série d’essais 
comparatifs avec l’anatoxine purifiée au moyen de l’acide d’une 
part, et avec l’anatoxine purifiée au moyen d’hydrate alumi- 
nique d’autre part. 

Cette comparaison entre l’effet de ces deux anatoxines était 
particuliérement indiquée, puisque leur titre est identique : elles 
contiennent toutes les deux 650 Ul au centimétre ewbe, mais le 


(1) La « dose mortelle » était choisié si élevée qu’aucun animal neuf ne 
pouyait survivre 4 Tinjection. En réalité, cette quantité de toxine est. environ 
50 p. 100 fois plus grande que celle qui tue l’animal dans quatre a cing jours 

(2) L’intervalle — trois semaines — s’écoulant entre l’inoculation du vaecin 
et Pinjection de la toxine a été choisi arbitrairement. Nous n’avons pas fait 
des essais sur le moment de apparition de l’immunité ou sur son maximum. 
A cet, égard, G. Ramon, ainsi que Glenny et ses collaboratcurs, ont apporlé 
toute une série de données; fort. importantes. 
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temps de floculation est cing & six fois plus grand pour l’ana- 
toxine purifiée au moyen de l’acide (six cents minutes) que pour 
celle purifiée avec de hydrate aluminique (quatre-vingts mi- 
nutes). Il s’agit donc bien ici d’une différence qualitative, puisque 
le pouvoir neutralisant vis-a-vis de Vantitoxine est le méme (1). 

Nous avons employé 50 cobayes pour l’essai comparatif, 
25 pour chaque anatoxine. Le premier lot regut sous la peau 
40 Ul de l’anatoxine purifiée au moyen de lhydrate aluminique 
et le deuxiéme lot reeut le méme nombre d’unités de |’ana- 
toxine purifiée par précipitation’ avec Vacide. Trois semaines 
plus tard, tous les animaux recurent 10: doses mortelles de la 
toxie diphtérique qui nous a servi pour les expériences déja 
communiquées. Voici les résultats : 


POURCENTAGE 
OBSERVATIONS d’ animaux 
survivants 
a) anatoxine purifiée avec hydrate S a A 2 5 
aluminique, 650 UI au centi- Ga0000 100 
meétre cube, Kr=80 minutes OO000 (95) 
pour une dilution 1 p. 108. © (2) 
ais 
b) anatoxme purifiée avec l’acide | a is uy " y 
ehlorhydrique, 650 UE au centi- NORORONS : 60 
métre cube, Ky = 600 minutes Tonouehane (30) 
pour une dilution 41 p. 100. 
Oro OQ © (3) 


+, animal meurt; ©, lanimal survit avec edéme; CO, laminal survil 
sans présenter quelques signes anormaux. 


Il semble done que l’acide ait eu un effel nocif sur le pou- 
voir immunisant de I’anatoxine. Ces expériences confirment 


(t) Nous avons essayé de mesurer Ja vitesse de neutralisation entre ces 
deux anatoxines et Pantitoxine et neus avons eu recours a la technique que 
nous avons employée antérieurement el qui est basée sur l’apparition du 
phénomene de Bordet-Danysz. Nous avons pu constater, par une série d’ex- 
périences de ce genre, que l’anatoxine purifiée au moyen de lacide deman- 
dait plus de six heures pour s’unir complétement avec l’antitoxine étalon, 
tandis: que la combinaison entre ce méme sérum et anatoxine purifiée avec 
de lhydrate aluminique est terminée aprés trois heures. Ainsi, si l’injection 
était faite avec un mélange toxine-antitoxine fraichement préparé, il fallait 
% Ul de l’'anatoxine purifiée par l’acide, mais sewlement 2 4 3 UI de celle 
purifiée avec l’hydrate alumimique pour neutraliser 1 UA. Aprés ur contact 
suffisamment long (respectivement trois heures et vingt-quatre heures), 4 Ul 
de chaque anatoxine neutralisait exactement 1 UA d’antitoxine, ce qui montre 
que les valeurs indiquées par la floculation étaient biem exactes. 

(2) 4 animaux sont morts avant Vinjection de la toxine. 

(3) 1 animal est mort avant Vinjection de la toxine. 
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done celles de G. Ramon qui a également trouvé leffet immu- 
nisant des anatoxines purifiées au moyen de l’acide inférieur 
a celui des anatoxines brutes. 

D'un autre cété, les anatoxines purifiées au moyen de l’hy- 
drate aluminique se sont montrées au moins équivajentes au 
point de vue antigénique aux anatoxines brutes. Nous avons, par 
exemple, examiné |’effet immunisant de 6 échantillons diffé- 
rents d’anatoxines brutes, de provenance et de pouvoir anti- 
edne intrinséque différents : aucune d’elles n’a montré une 
valeur immunisante supérieure & celle de l’anatoxine purifiée 
avec Al(OH) que nous venons de mentionner. Le pourcentage 
d’animaux survivants 4 linjection de 10 doses mortelles faite 
trois semaines aprés une seule inoculation de 10 UI a varié 
entre 10-40, tandis que 100 p. 100 des animaux immunisés 
avec l’anatoxine purifiée ont survécu (1). 


Conclusions. 


Nous sommes donc en possession d'une méthode qui permet 
d’amener a un tres haut degré de purification les toxines et ana- 
toxines diphtériques. I! est possible, en employant la technique 
que nous venons de décrire, d’obtenir, en partant d’une ana- 
toxine brule de 8 4 40 UI, des produits (incolores) renfermant 
500 a 1.000 ou méme 1.200 UI par centimétre cube, sans que la 
teneur en azote dépasse celle de lanatoxine brute. 

Ces anatoxines purifices jouissent d’une parfaite innocuité 
vis-a-vis de l’organisme animal; elles floculent aussi nettement 
et avec la méme raprdité (quelquefois plus rapidement encore) 
que les antitoxines brutes du méme titre. Le pouvoir immuni- 
sant des anatonines purifiées au moyen deVhydrate d'aluminium 
éprouvé chez le cobaye est au moins égal a celui des antitoxines 
brutes. Par une seule injection de 10 unilés d’une anatoxine, 


(1) Nous ne dirons cependant pas, comme reégle générale, que les anatexines 
purifiées au moyen de Vhydrate aluminique sont supérieures comme anti- 
génes aux anatoxines brutes. Il faudrait pour une telle conclusion un tres 
grand nombre d’animaux, car les différences individuelles de ceux-ci sont 
parfois énormes, comme il a été souligné par G. Ramon (Ces Annales, 43, 


1928, 959) et par Glenny, Pope, Waddington et Wallace (Journ. Path. et Bact., 
28, 1921, 333). 
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purifiée comme il a été dit, il est possible de conférer aux 
cobayes une immunité suffisante pour que l’animal résiste trois 
semaines plus tard & l’injection de 10 doses mortelles de toxine 
diphtérique. 

En présence de ces résultats, il nous parait tout indiqué d’es- 
sayer ces anatoxines dans la prophylaxie antidiphtérique de 
homme (1). 

(Institut Sérologique de Etat danois.) 
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SUR LA DECOUVERTE DE L’AGENT INFECTIEUX 
DE LA SCHLAMMFIEBER OU 
LEPTOSPIROSIS GRIPPO-TYPHOSA AQUATILIS 


par Serce TARASSOFF, 


(Institut des Maladies Tropicales, @ Moscou. 
Directeur : Professeur Martzinowsky.) 


Dans le travail des D's J. E. Dinger et Francoise Verschaffelt; 
publié dans ces Annales, 45, n° 3, 1930, sous le titre 
« Recherches expérimentales sur quelques souches de Leptos- 
pires », les auteurs disent que pendant l’épidémie de 1928, 
dans le Gouvernement de Moscou, Tarassoff et Epstein seraient 
parvenus a obtenir du sang des malades une culture de Lep- 
tospires de la maladie de Weil. 

Les auteurs se rapportent au travail publié par Bachenin 
dans Centralb. f. Bakt. Orig. Abt., 1, 113, 1929 p. 438 et 450. 
Pour autant que je connais ce travail, je dois dire gue le 
D' Bachenin n’a jamais affirmé que les Spirochétes obtenus 
par moi du sang des malades étaient ceux de la maladie de 
Weil. Hl doutait seulement que j’aie eu vraiment affaire a la 
Sechlammfieber, se basant sur des informations qu'il ne m’a 
pas communigquées, quoique, 8 ce moment, nous travaillions 
tous les deux dans le méme Institut Metchnikoff, 4 Moscou (1), 

Je voudrais donc exposer Vhistorique de la découverte de 
Yagent infecticeux de la Schlammfieber en U. B.S. S. 

Kn 1927, le D' Bachenin, envoyé par I’Institut Metchnikoff 
pour l'étude d’une maladie indéterminée, apparue parmi les 
paysans des districts Dmitriéwo et Serguiéwo, du Gouverne- 
ment de Moscou, de la mi-juillet 4 septembre, décrivit cette épi- 
démie sous le nom de « Nouvelle maladie épidémique du Gou- 


* (1) Pendant la discussion sur cette question au Congres hactériologique 
tenu a Moscon, février 1930, le Dt Bachenin n’a pas élevé de doutes sur ma 
découverte. 
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vernement de Moscou », en émeltant la supposition de l’exis- 
tence d’une spirochétose aquicole, mais les résultats indéter- 
minés des recherches bactériologiques ont laissé cette question 
en suspens. 

Le 22 aotit 1928, le Directeur de |’Institut Metchnikoff, Pro- 
fesseuar Korchoun, me proposa de partir pour le village de 
Stromyn, du district de Bogorodsk, Gouvernement de Moscou, 
afin d’y étudier une épidémie d’un caractare indéfini, et avec le 
but spécial de rechercher si |’agent étiologique de cette épi- 
démie ne serait pas un spirochéle du méme type que celui 
d’Imada et Ido. 

Pendant mon séjour dans le village de Stromyn, j’ai ense- 
mencé le sang de trois malades. Deux malades ont donné une 
culture de Leptospires. Le sang du troisiéme malade fut perdu 
pour l’examen par un simple accident, les tubes ensemencés 
ayant été renversés. 

Dans ma communication sur cette mission d'études, j’ai dit 
ceci : « Ainsi j'ai réussi, avec plus de certitude que les autres 
chercheurs russes et européens, & démontrer que la maladie, 
de caractére indéfini, observée parmi les paysans pendant leurs 
travaux aux champs dans les endroifs marécageux, n’est autre 
quune Leptospirose (Conférence faite a l'Institut Metchnikoff, 
30 janvier 1930). 

L’étude de cette souche, celle des caractéres cliniques de la 
maladie sévissant parmi les paysans, ainsi que celle d’un cas 
W@infection de laboratoire, m’ont persuadé que la madadie qui 
nous intéresse est différente de celle de Weil. 

Pour dissiper les doutes soulevés par le D" Bachenin, au mois 
d’aott 1929 je suis parti, conformément a ordre du Service 
de la Santé de Moscou, pour étudier la fivre d’origine hydrique 
dans le district de Serguiéwo, ou cette maladie avait été étudiée 
et décrite par le D’ Bachenin. 

Jen’ayais aucune information sur l’existence de cette maladie 
a ce moment-l& parmi les paysans de la contrée ot j’allais. 
Cependant a l’hopital de Konstantinowo (district de Serguiéwo) 
j'ai vu & peu pres quinze malades, tous enregistrés sous la 
rubrigue « grippe ». Sur les onze malades dont le sang fut 
ensemencé, huit ont donné une culture de Leptospires du type 
spirochéte ictéro-hémorragique. L’étude sérologique ultérieure 
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m’a démontré que le Leptospire de Serguiéwo 1929 et celui de 
Bogorodsk 1928 sont identiques, et qu’ils different tous les deux 
du spirochéte d’Inada et Ido. 

Par la réaction d’agglutination positive avec le sang des 
malades de l'année 1928, je suis arrivé 4 conclure que la maladie 
de année 1929 est le prolongement de l’épidémie de 1928, et j’ai 
exprimé l’opinion que la découverte de l’agent infectieux de la 
fievre aquatique établit, pour la premiére fois en Europe, |’exis- 
tence d’une Leptospirose anictérique, endémique, sw generis, 
qui de temps 4 autre prend la forme épidémique. 

En méme temps, j’ai constaté l’existence d'un spirochéte, 
exactement le méme au point de vue morphologique, dans 
leau des étangs, des prairies marécageuses, des puits de Kons- 
tantinowo. 

En 1930, sur Ja proposition du Directeur de l'Institut des 
Maladies Tropicales, professeur Martzinowsky, je suis allé de 
nouveau a Konstantinowo, j’y ai retrouvé la méme maladie, 
et j'ai pu, d’un cas bien caractéristique, obtenir de nouveau 
une culture de Leptospires absolument identiques au point de 
vue morphologique et sérologique. 

En examinant l'eau des puits de 34 villages, l’eau d’une 
petile riviére, eau des étangs et des.prairies marécageuses, je 
me suis persuadé que nous sommes en présence d’un microbe 
bien répandu et bien accommodé a notre rude climat. 

La question se pose de savoir si nous n’avons pas affaire & 
une malaaie bien ancienne, mais Jusqu’a présent mélée, con- 
fondue avec des maladies bien connues, comme le typhus abdo- 
minal, les paratyphus, le typhus exanthématique méme, la 
grippe sous sa forme toxique, typhoide intestinale avec exan- 
thémes polymorphes, et surtout avec les maladies indéterminées 
de caractére typhoide. 

Fn 1929, le D’ Terskich, chef du laboratoire bactériologique 
de Dmitroff, aprés ses recherches infructueuses de 1927-1928. 
fut envoyé, par le Service de la Santé de Dmitroff, & l'Institut 
Metchnikoff, ot je l’ai initié & la méthode de recherches sur la 
Leptospirose. Par son travail ultérieur dans son Service, en 
constatant en 1929 la présence de Leptospires dans le sang des 
malades, il a conlirmé ma découverte : l’agent infectieux de la 
fiévre aquatique est un Leptospire qui, au point de vue mor- 
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phologique, a pour type le spirochéte ictéro-hémorragique 
d’Inada et Ido. 

De cet exposé ressort clairement ma priorité sur la découverle 
de l’agent infectieux de Ja Schlammfieber, ou, comme j’appelle 
cette maladie, d’aprés son agent infectieux (Leptospira grippo- 
typhosa Tarassoff 1928) sa clinique et son épidémiologie Lep- 
tospirosis grippo-typhosa aquatilis, appellation qui, selon moi, 
caractérise parfaitement |’affection a tous les points de vue. 

Les souches des spirochétes hebdomadis, autumnalis A et B, 
envoyées par l'Institut Pasteur de Paris, m’ont permis de les 
différencier par la réaction d’agglutination de Leptospira grippo- 
typhosa. 

Je profile de cette occasion pour remercier M. le Professeur 
Emile Roux et M. le Professeur Auguste Pettit de leur obli- 
geant envol. 


QUELQUES REMARQUES 
A PROPOS DE L’ARTICLE DE M. LE DY TARASSOFF : 
« SUR LA DECOUVERTE 
DE L’AGENT INFECTIEUX DE LA SCHLAMMFIEBER 
OU LEPTOSPIROSIS GRIPPO-TYPHOSA AQUATILIS » 


par les Ds J. E. DINGER et Francoise WIERSMA-VERSCHAFFELY. 


A propos de la communication ci-dessus, dont M. te 
D' Tarassoff avait eu l’obligeance de nous envoyer une copie, 
nous voudrions faire les remarques suivantes. 

ll ne nous a pas été possible (cela se concoit) de prendre 
connaissance de Varticle de Tarassoff et Epstein, écrit en 
langue russe, autrement que par l’analyse de Baschenin (Zen- 
tralbl. f. Bakt. Abt. Orig., 143, 1929, p. 450). Par suite, il s'est 
effectivement glissé, & notre regret, une imprécision dans nolre 
communication. Nous avons simplement voulu dire que la 
découverte de Praussnitz et Lubinsky qui, comme on sait, 
purent les premiers déceler des leptospires en 1926 — 
découverte qui fut mise en doute dans des recherches plus 
récentes (Baschenin) — fut confirmée par Tarassoff et Epstein, 
qui réussirent a isoler des spirochétes du type de Weil en 
1928 (et pas de la maladie de Weil, comme nous écrivions par 
erreur). 

Dans l’analyse de Baschenin il n’est pas fait mention d'un 
contréle sérologique des souches isolées: voila pourquoi il 
nous a semblé intéressant de pouvoir communiquer que la 
souche que nous avons examinée pouvait étre, en effet, diffe- 
renciée en toute rigueur de Leptospira iclerohemorrhagie 
par une analyse sérologique, fait qui était done tout & fait 
(accord avec les différences cliniques et épidémiologiques 
entre la « Schlammfieber » et ia maladie de Weil, coustalées 
par Baschenin ct, d’abord, par Praussnilz et Lubinsky. | 
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Toutefois nous ne désirons en aucune facon revendiquer la 
priorité en cette matiére. 

Une deuxiéme remarque se rapporte & la conclusion que le 
D° Tarassoff pense pouvoir tirer d'une ressemblance morpho- 
logique, & savoir que les leptospires aquatiques trouvés par lui 
dans des puits et dans des étangs sont idenliques & ceux de 
la Schlammfieber. 11 nous semble qu’il n’existe aucune preuve 
de ce fait, qui ne saurait étre établi que par une épreuve séro- 
logique et par des expériences faites sur des animaux. En 
Hollande aussi, on trouve méme en hiver dans un grand 
nombre d’eaux des leptospires qui morphologiquement sont 
parfaitement identiques & ceux de la maladie de Weil, mais 
qui sont néanmoins sérologiquement tout a fait différents et 
apathogénes. 
Amsterdam, décembre 1930. 


ESSAI DE VACCINATION SYSTEMATIQUE 
DES PORCELETS 
CONTRE LA PESTE PORCINE 


par M. A. STAUB. 


(Institut Pasteur de Paris.) 


Contre la peste porcine, maladie causée par un virus filtrable, 
un seul moyen de défense est efficace, le sérum d’animaux 
hyperimmunisés. Préparé d’abord anx Ktats-Unis par Dorset, 
Mac Bryde et Niles, ce sérum est maintenant produit dans un 
grand nombre de pays. 

En France, |’Institut Pasteur en entreprit pour la premiere 
fois la préparation en 1924 sur la demande et avec la coopéra- 
tion des éleveurs et nourrisseurs de pores de la région pari- 
sienne. 

En 1926, pour des raisons économiques, la préparation fut 
transférée a l'Institut Pasteur d’Algérie of elle est assurée par 
MM. Donatien et Lestoquard. 

Pendant les deux années que nous nous occupames de cette 
préparation, avec M. Bel d’abord, M. Bauche ensuite, nous 
avons pu fixer quelques conditions indispensables pour l’obten- 
tion d’un sérum efficace, et en particulier la nécessité de 
s'adresser 4 une souche de virus d’une haute activité et de viru- 
lence pour ainsi dire fixe. Le virus qui nous donna satisfaction 
provenait d'une 6pizootie algérienne. I] provoquait réguliére- 
ment l’ascension thermique chez le pore le quatriéme jour 
aprés linoculation et tuait l’'animal en huit & dix jours. Nous 
avons pu conslater, dans les quelques porcheries ot nous 
lavons expérimenté, quun sérum préparé avec un tel virus 
permet d’arréter rapidement la mortalité, lorsqu’on intervient 
au début de |’ épizootie. 

Tout autre virus d’activité moindre, ceux entre autres que 


— 
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nous avions pu nous procurer en France, ne nous permit 
d@obtenir qu’un sérum médiocre. 

D’autre part, d’aprés les quelques essais d’immunité croisée 
que nous avons elfectués, il ne semble pas y avoir plusieurs 
races de virus, mais des virus d’activité différente. Ce point est 
trés important pour l'avenir de la vaccination. 

Donatien et Lestoquard ont encore accru la valeur du sérum 
en praliquant, sur les porcs producteurs de sérum, aux veines 
mammaires d’abord, puis aux jugulaires, des saignées mul- 
tiples séparées par des inoculations de sang virulent. 


INSUFFISANCE DE LA SEROTHERAPIE. 


L’emploi du sérum seul a quelques inconvénients : 

1° La protection qu'il confére est de courte durée; trois 
semaines 4 un mois. On y pallie en partie en laissant cohabiter 
les sérumisés avec les malades, de facon & provoquer une immu- 
nisation active par infection naturelle sous le couvert du sérum. 
Mais le procédé est souvent infidéle comme nous le verrons 
plus loin. 

On peut, il est vrai, remédier 4 l’incertitude de cette immu- 
nisation en pratiquant injection simultanée de sérum et de 
sang virulent. Mais il est reconnu que cette double intervention 
provoque, en milieu contaminé, des pertes souvent sévéres. 
Ces pertes seraient d’ailleurs trés réduites si on inoculait 
dabord le sérum seul, puis dix & douze jours aprés le sérum 
concurremment avec du virus. Mais l’opération devient trés 
onéreuse, vu le prix élevé du sérum et les fortes doses néces- 
saires. 

2° Les porcelets qui naissent dans ces porcheries infectées, 
et ot l’infection est entretenue par les porteurs de virus survi- 
vants de |’épizootie, succombent en grand nombre & 1|’époque 
du sevrage. L’élevage devient peu & peu impossible. 


VACCINATION DES PORCELETS. 


C’est le probléme que nous avons eu & résoudre dans une 
porcherie de Saint-Cyr-]'Ecole appartenant 4 MM. Delachatissée 
et Delalande. Ces éleveurs, qui depuis huit ans avaient déja été 
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maintes fois aux prises avec la peste porcine, voyatent l'avenir 
de leur établissement trés compromis si nous ne pouvions pas 
leur fournir le moyen de meitre dorénavant leur porcherte 4 
Yabri d'un fléau devenu enzootique. , 

Seule la vaccination par inoculation simultanée de sérum et 
de virus était & tenter, et c’est sur les porcelets qu'il convenait 
d’opérer, de facon & soustraire ces animaux le plus tot possible 
a la contagion. 

Mais, d’une part, nous nous trouvions em milieu infecté, et, 
d’autre part, nombre d’auteurs estiment que l’immunité con- 
férée aux jeunes porcelets n'est pas durable. 

Nous résoliimes de faire une premiére tentative sur une 
portée de huit porcelets. 

Ces animaux recurent 5 cent. cubes de sérum le lendemain de 
leur naissance, puis, dix jours plus tard, de nouveau 5 cent. 
cubes de sérum en méme temps que 1/10 de centimétre cube de 
sang virulent en un point différent du corps. 

Les températures, prises pendant les jours conséeutifs a 
Yinoculation virulente, accusérent une légére élévation du 
quatri¢éme au sixiéme jour. A part cela, l’opération passaa peu 
pres mapercue. 

L’intervention étaif done au moins moffensive. Aussi, & 
partir du mots d’avril 1930, fut-1) décidé de vaccimer suivant 
cette technique tous les pores qui naitraient. 

Confirmant la premiére tentative, les pertes par vaccination 
farent nulles. Au 1° déeembre 1930, 665 porcelets avaient été 
vaccinés. 

Restait ka question de ’immunité. 

En faveur d’une immunité durabie plaide le fait qu’aucune 
des portées vaccinées depuis six mois n’a subi de perte par peste 
porcine, malgré l’imfection entretenue artificiellement dans 
i’établissement par les inoculations hebdomadaires de virus, 
infection dont la preuve sera donnée plus loin. 

Cependant nous avons voulu posséder un contréle direct de 
Pimmunité. 

Chaque mois un animal de la premiére portée vacciné en 
avril fut éprouvé par inoculation de 1 cent. cube de sang viru- 
lent. Cette dose est forte si on considére l’activité dw virus 
employé, virus que nous tenons de V’obligeance de nos col- 
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leégues d Algérie, et qui a la méme origime que le virus fixe 
dont nous avons parlé plus haut. 

Aprés six mois aucun des porcs éprouvés n’a aecusé de 
réaction vistble & la swite de cette inoculation d’épreuve. 

Cette tentative faite dans la pratique, et par conséquent avec 
des moyens d investigation limités, est corroborée par ume 
expérience de Donatien et Lestoquard que nous avions entre- 
tenus de nos essais, et qui ont bien voulu nous communiquer 
leur protocole, ce dont mous les remercions. 

Nos collégues ont vacciné sans incident, en usant de notre 
technique, deux portées de porcelets, puis les ont éprouvées un 
mois plus tard. Aucun des vaccinés ne réagit alors qwe deux 
iémoins: contractaient une peste classique et étaient abattus in 
extrenus pour fournir du virus. 

La méthode semble donc bien inoffensive et efficace : deux 
conditions que doit remplir towle méthode de vaccination. Elle 
est en outre relativement peu dispendieuse en raison de fa 
faible quantrté de sérum nécessitée. 

Elle n’a qu'un inconvénient : celui d’entretenir un foyer 
permanent de peste porcime, ear il est hors de doute que les 
injections réguliéres de virus perpétuent l'état infectieux de la 
porcherie. 

La preuve nous en fut d’ailleurs fournie dans l’établissement 
en question, qui se compose de deux porcheries distantes de 
5 kilométres, l’une consacrée a l’élevage, l'autre 4 l’engraisse- 
ment. 

Or, pour des raisons de convenance, au mois d’aotit 1930, 
Vélevage fut reporté dans la porcherie d’engraissement ott sub- 
sislaient encore 70 porcs dgés de six mois, survivants d'une 
épizootie de peste survenue en février 1930. Tous ces porcs 
avaient, a celte époque, recu du sérum et étaient restés au 
contact des malades. La mortalité avait d’ailleurs élé rapide- 
ment enrayée. 

Or, peu de temps aprés la mutation de l’élevage, un certain 
nombre de ces animaux adultes succombérent & la peste, intro- 
duite évidemment par les inoculations de virus aux jeunes 
porcelets. Ces pertes, qui atleignirent 30 p. 100, montrent en 
outre que Jes pores en question, bien que sérumisés et exposés 
a la contagion six mois plus tét, ne s’étaient vaccinés active- 
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ment que dans une proportion relativement faible. Par contre, 
aucun des porcelets agés de un & six mois et vaccinés & la nais- 
sance ne fut indisposé. 

Le danger d’entretenir un foyer infeclieux permanent ne 
nous avait pas échappé, mais, dans le cas particulier ol nous 
nous trouvions, ce danger n’entrait pas en ligne de compte. 

La porcherie, en effet, complétement isolée, évacue tous ses 
animaux sur les abattoirs et ne fait pas le commerce des porcs 
vivants. C’était d’ailleurs la condition imposée par nous, de con- 
cert avec le service sanitaire départemental et le vétérinaire 
traitant M. Lafaye, dans lequel nous avons trouvé une colla- 
boration appréciée. 

Il est certain que la méthode ne pourrait étre appliquée sans 
de grandes précautions par des éleveurs n’amenant pas leurs 
produits jusqu’au stade de l’abatage. Mais nombreuses sont les 
porcheries ot les éléves sont conduits jusqu’au terme final et, 
pour celles-la tout au moins, la vaccination systématique de 
tous les jeunes porcelets pourra rendre de grands services; car, 
avec le rouget, contre lequel la sérothérapie et la vaccination 
ont fait leurs preuves, la peste porcine constitue & Vheure 
actuelle la menace la plus grave pour l’élévage du porc. 


ETUDE DE LEPIDEMIE DE POLIOMYELITE 
DU DEPARTEMENT DU BAS-RHIN 


pai C. LEVADITI et L. WILLEMIN. 


DEUXIEME PARTIE 


I. — ETUDE EXPERIMENTALE. 


Nous avons utilisé le riche matériel de l’épidémie poliomyéli- 
tique du Bas-Rhin pour entreprendre toute une série d'expé- 
riences dont les résultats sont consignés dans cette seconde 
partie de notre travail (1). Ces expériences se rapportent aux 
problémes suivants : 

1° Isolement de souches de virus poliomyélitique dorigine 
humaine. Etude des caractéres particuliers de ces souches, leur 
inoculabilité en série; 

2° Virulence des nerfs périphériques, des ganglions lympha- 
liques et des amygdales ; 

3° Recherches du virus dans les sécrétions naso-pharyngées et 
/es matiéres fécales des malades: 

4° Essais de contamination du singe par voie buccale, au 
moyen de sécrétions naso-pharyngées et de matiéres fécales pro- 
venant de sujets atteints de poliomyélite ; 

5° Recherche du virus hors de Vorganisme humain (eau, lait): 

6° Réle des moustiques et des mouches dans la transmission de 
la poliomyélite. 

Examinons chacune de ces questions. 


(1) Voy. notre premier mémoire dans ces Annales, 46, 1931, p. 80. 
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1° Isolement de souches de virus poliomyélitique d'origine 
humaine. Etude des caractéres particuliers de ces souches ; 
leur inoculabilité en série. « Neuro-infections autostérili- 
sables. » Comparaison de la virulence de la moelle épiniére 
et de l’encéphale. 


Les expériences ont été disposées de la maniére suivante : 
lors de la nécropsie, des fragments de moelle épiniére et de 
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Fic. 1. — Moelle du Macacus rhesus n° 178. Foyer cicatriciel 
de poliomyélite chronique dans une corne antérieure. Hémalun. Gross. 50/1. 


corticalité cérébrale étaient prélevés aseptiquement et placés 
dans de Ja glycérine stérilisée. Les inoculations intracéré- 
brales (1 cent. cube) et intrapéritonéales (6 cent. cubes) étaient 
pratiquées, soit le jour méme du prélévement, soit peu de 
temps aprés. Voici le protocole de ces expériences : 


“se 
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Exrérience I. — Cas Krdnker : Début le 20 juillet, par fiévre (399-3995), agi- 
tation, céphalalgie. Le 24 juillet, coma sans paralysie. Décés le 22 juillet 
(deuxiéme jour) dans le coma. 


Inoculation, le 22 juillet, d'une émulsion de moelle au Ma- 
cacus rhesus 177. Le 30 juillet (huitiéme jour), parésie du 
membre supérieur gauche, déviation des yeux; l’animal tombe 
facilement. Le 31 juillet, paralysie généralisée; le singe est 
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Fic. 2. — Moelle du Macacus rhesus n° 178. Poliomyélite chronique. 
Hémalun. Gross. 600/14. 


couché. Respiration diaphragmatique. L’animal est agonisanlt 
dans l’aprés-midi. Sacrifié le neuviéme jour. 

Ezamen microscopique. — Moelle dorsa/e : manchons péri- 
vasculaires et poliomyélile aigué avec neuronophagie intense. 

Un fragment d’écorce cérébrale du malade seit a inoculer le 
Macacus cynomolgus 194, lequel survit. 

Passages. — La moelle épiniére du Rhesus 177 est inoculée 
le 31 juilletau Macacus rhesus 178 (voies intracérébrale : 1 cent. 
cube et intrapéritonéale : 6 cent. cubes). Le 8 aodt (huitiéme 
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jour), l’animal est agité, ses mouvements sont désordonnés ; if’ 
s’agrippe mal Asa cage et tombe facilement. Le lendemain, sé 
déclare une paralysie du membre inférieur gauche; le 11 aoit, 
l’animal est paraplégique et se maintient dans cet état jusqu’au 
28 aotit. Il succombe le 10 septembre, soit quarante et un jours 
aprés l’inoculation. 

Examen histologique. — Moelle lombaire : dans une des 
cornes antérieures, foyers cicatriciels de poliomyélite Rchro- 
nique avec disparition totale des neurones et lésions périvas- 
culaires monocytaires (1) [Cf. fig. 1 et 2]. 

Les centres nerveux du Rhesus 178 servent & inoculer, le 
11 septembre, le Macacus rhesus 907. L’animal meurt sans. 
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avoir présenté de paralysie le neuviéme jour (20 septembre). 
Congestion pulmonaire et tuberculose épiploique. 

Examen histologique. — Absence de lésions. 

Le schéma 1 résume le résultat des passages. 

Résumé : Cette expérience montre que la moelle épiniére du 
malade Kranker était virulente pour le singe, alors que l’écorce 
cérébrale du méme malade na pas transmis la maladie au 
Macacus cynomoueus. Par ailleurs, 2/ a été tmpossible de réaliser 
des passages réguliers avec le virus wsolé chez le malade Kranker.,. 
le second passage ayant fourni un résultat totalement négatif. 
Enfin, le singe 178 offre un exemple typique de « newro-infec- 
tion mortelle autostérilisable » (2). Lianimal est mort le qua- 

(1) Nous reviendrons ultérieurement sur ces particularités histologiques 
constatées chez nos singes (en collaboration avec M'!e Scorn). 

(2) Cf. au sujet des neuro-infections mortelles autostériiisables : LEvVADITI, 


Sancuis-Bayarrri et Scnoen. C. R. Soc. de Biol., 98, 1928, p. 911; Levavir1, Lé- 
PINE et Scnoen. Ces Annales, 43, 1929, p. 1465. 


e 
ETUDE DE L’EPIDEMIE DE POLIOMYELITE DU BAS-RHIN 237 


rante et uniéme jour avec des lésions névraxiques du type 


chronique, sans que nous ayons pu déceler de virus dans sa 
moelle épiniére. 


Expérience Il, — Cas Kiéfer (Mélanie), sept ans. Le 12 juillet, l'enfant se plaint 
de céphalée; le 14, elle fait de la bicyclette, mais, le soir, sa température 
monte a 38°. Le cinquiéme jour, difficulté de la parole et de la déglutition, 
parésie faciale gauche. L’enfant ne peut plus se tenir debout. Respiration 
haletante, mouvements associés des mAchoires. Paralysie de tous les mus- 
‘cles de Ja nuque et du cou. Paralysiedu diaphragme, hypotonie des muscles 
‘spinaux dorso-lombaires. Tous les réflexes des membres sont conservés. 

Ponction lombaire : forte hypertension (plus de 80). Albumine : 0,60. 


PE OlvnUClEAINES aa ata weer en aie 4 p. 100 
Cellules : 156. { Mono et lymphocytes. ....... 80 — 
Cellules du type endothélial .... 16 — 


Décés le méme soir : Forme cervico-bulbaire suraigué. 


Des fragments de moelle épiniére servent a inoculer le Maca- 
cus cynomolgus 143 (le 23 juillet). Le 4 aotit (douziéme jour), 
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paralysie presque compléte du bras gauche (forme supérieure) ; 
téte penchée, parésie des membres inférieurs. Le lendemain, 
Vanimal est couché, paraly-ie généralisée ; le 6 aotit, ptosis, dé- 
viation des yeux 4 gauche. L’animal est sacrifié (treiziéme jour). 

Examen histologique. —- Lésions intenses, manchons péri- 
vasculaires monocytaires. Poliomyélite aigué avec début de 
neuronophagie (bulbe). 

Des fragments d’écorce cérébrale servent & inoculer le 
Macacus rhesus 180, lequel survit, sans avoir présenté de trou- 
bles nerveux. 

Passages : La moelle du Cynomolgus n° 143 est inoculée au 
Macacus rhesus 156, qui survit. 

Résumé : Cette expérience montre /a présence du virus dans 
la moelle épiniére du malade Kiéfer et son absence dans lécorce 
cérébrale du méme malade. Elle prouve également /’impossi- 
bilité de réaliser avec cette souche des passages en série (schéma 2). 
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Expérience Iff. — Il s’agit de deux fréres, seuls enfants de 
la famille. 


Fuchy (Alphonse), dix-neuf mois. Le 24 juillet. au soir, malaise général et 
vyomissements ; le 20 juillet, au matin, paralysie des membres inférieurs, le soir, 
paralysie des membres supérieurs. Lucidité intacte, mais l’enfant est abattu. 
Température 39°. Pas de réaction méningée. Paralysie généralisée, sauf les 
muscles de la téte et le diaphragme. Tous réflexes abolis. Ponction lombaire : 


PophanMoTGlGAiNech co Sloe Bove Sos Sw oe So Bee 5 p. 100 

LOANS) KOU fob ona Ge or Ontykt. ley a cue G Ope eo “als 70 — 

Momonuclé aire S52 i grenge oh. aren eee er 5 — 

Geliulesadsaspect,endothe lial. aan ecmmentey Cir 10 
Sucre : 0,86. 


Forme ascendante suraigué. 
Mort le 27 juillet, par paralysie du diaphragme. 


Des fragments de moelle dorsale et cervicale sont inoculés, 
le 28 juillet, au Macacus cynomolqus 138. Le 7 aott (dixiéme 
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jour), animal tremble et titube; trois heures aprés, paralysie 
compléte du membre postérieur gauche; le lendemain, para- 
lysie persistante, mais l'état général s’améliore. Le singe con- 
serve sa paralysie, avec atrophie musculaire, jusqu’au 22 octo- 
tobre, date a laquelle il est sacrifié (quatre-vingt-sixiéme jour). 

Examen histologique. — Lésions de. poliomyélite chronique. 

Des fragments de lencéphale du malade servent & inoculer 
le Cercopithecus callithriz 164, lequel survit. 

Passages : La moelle du Cynomolgus 138 sert 4 inoculer le 
Macacus cynomolgus 239. L’animal survit (Schéma 3). 


Fuchy (Roger), quatre ans et demi. Le 25 juillet, lendemain du début de la 
maladie de son frére Alphonse, le petit Roger fait de la fiévre accompagnée 
de céphalée, de transpiration et de vomissements. Le 26 juillet, tempéra- 
ture 38°5. Obnubilation, somnolence, forte réaction méningée. Aucune para- 


lysie; tous les réflexes sont normaux. Ponction lombaire : liquide louche; 
pression : 45; albumine : 0,35. 


euco cy lesiiaaro.9e)-mey rena atoes 34 p. 100 
aoe Polynuclé aires. (\y..0 <a lem memes 46 — 
Collate sat Mononucléaires!<.0. = ene ee 146 — 
Cellules d’aspect endothélial .... 4 .— 


Sucre : 0,90. 
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Le 27 juillet, température 40° ; l’état devient subitement jalarmant. Le 28 
température 40°, coma profond, paralysie faciale droite, petites convulsions 
Décés le 28 au soir. 

Forme encéphalo-méningée. 


Une émulsion de moelle sert 8 inoculer le Macacus rhesus 188, 
le 31 juillet. L’animal meurt de tuberculose le neuviéme jour. 

Examen histologique. — Absence de lésions. 

Une émulsion d’écorce cérébrale est inoculée au Macacus 
cynomolgus 173 : Vanimal survit. 

Surpris par le résultat négatif de Vinoculation pratiquée 
avec la moelle de cet enfant, nous en avons fait une seconde, 
le 15 aout, avec la méme moelle glycérinée. L’animal (Macacus 
rhesus 209) survit. 

Résumé : Pour ce qui a trait a lenfant Fuchy (Alphonse), 
atleint d’une polhomyélite foudroyante a forme ascendante, 
Yexpérience démontre la présence du virus dans la moelle épi- 
niere et absence du germe poliomyélitique dans [écorce céré- 
brale. La souche isolée de la moelle a déterminé, chez le singe, 
une poliomyélite chronique, non mortelle, suivie de séquelles. 
Quant au second enfant, Fuchy (Roger), atteint dune forme 
suraigué encéphalo-méningée, ni sa moelle (deux essais), ni 
son écorce cérébrale, ne se sont montrées pathogénes pour le 
singe. Il est intéressant de constater que la souche du virus 
qui a provoqué une poliomyélite grave et rapidement mortelle 
chez un de ces enfants ne s’est pas comportée comme une 
souche particuliérement virulente pour l’espéce simienne. J/ 
n'y a donc aucun rapport entre la gravité de Vinfection chez 
Venfant et (évolution de la poliomyélite chez les simiens ino- 
culés avec le virus névraxique humain. 


Expsrience 1V.— Cas Helfer ( Varlyse), trois ans. Période d’invasion : quarante- 
huit heures : fiévre, raideur de la nuque, somnolence. Le 4 aout, admission a 
Vhopital; la malade est somnolente, mais lucide. Température, 39° (9 heures du 
matin), angine, pas de Kernig, hyperesthésie profonde. Parésie des deux 
membres inférieurs droits. Ponction lombaire : pression, 30; albumine, 0,22; 
sucre, 0,66. 
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A midi, la paraplégie est complete; paralysie totale du bras droit et des 
muscles abdominaux. Tous réflexes correspondants abolis. Le 5 aotit, respi- 
ration de plus en plus génée. Déces. 
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La moelle épiniére est inoculée le 6 aodl au Cercophitecus 
fulliginosus 160. Le 19 aout (treizieme jour), parésie des 
membres inférieurs; l’animal se déplace avec difficulté. Le 
lendemain, le singe a la téte penchée et montre une paralysie 
des membres supérieurs et inférieurs droits. Le 24 aodt, qua- 
driplégie totale et tremblement de la téte. Mort le 23 aott, 
dix-sept jours aprés l’inoculation. 

Examen histologique. — Lésions trés intenses de poliomyélite 
aigué de la moelle, du bulbe et des noyaux centraux. 

Un fragment d’écorce cérébrale sert & inoculer le Macacus 
rhesus 181; ce singe meurt de tuberculose généralisée, le vingt- 
quatriéme jour, sans avoir présenté ni symptémes, ni lésions 
de poliomyélite. 

Passages : avec la souche Helfer, deux séries de passages ont 
été effectuées : 

Premiere série : Une émulsion de moelle du singe 160 sert a 
inoculer le Macacus cynomolgus 163, le 23 aout. L’animal se 
paralyse complétement le huiti¢éme jour et meurt le neuviéme. 

Examen histologique. — Lésions poliomyélitiques intenses 
dans toute la moelle épiniére, neuronophagie marquée. 

La moelle du singe 163 sert & inoculer, le 1° septembre, le 
Macacus cynomolgus 194; Vanimal est trouvé mort le 29 sep- 
tembre, soil vingt-huit jours aprés linoculation. L’autopsie ne 
révéle aucune lésion des organes, sauf une congestion de la 
moelle lombaire. : 

Examen histologique : Lésions de poliomyélite chronique, 
relativement peu intenses, dans la moelle cervicale et lombaire. 

Une émulsion de moelle du singe précédent sert 4 inoculer 
le Macacus cynomolgus 213. L’animal survit. Le schéma 
ci-contre résume les résultats de cette premiére série de pas- 
sages (voy. schéma 4). 

Deuxiéme série : La moelle épiniére du Cercopithecus 160 a 
servi & infecter des moustiques; ces moustiques ont été ino- 
culés au Macacus cynomolgus 212, le 25 aott (Voy. pour les 
détails de l’expérience des moustiques, p. 251). L’animal con- 
tracte la poliomyélite le septiéme jour et est sacrifié le hui- 
tiéme. Sa moelle sert 4 pratiquer deux séries de passages : 

A. Cynomolgus 198, inoculé le 11 septembre; le cinquitme _ 
jour, l’animal titube et se déplace avec difficulté. Le lende- 
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main, quadriplégie flasque et nystagmus; il meurt sept jours 
aprés l’inoculation. 

“Examen histologique. — Lésions de poliomyélite aigué, 
neuronophagie, manchons périvasculaires. 

La moelle du singe précédent sert & inoculer le Cercopithecus 
callithriz 227. L’animal survit. . 

B. La méme moelle du singe 212 est inoculée le 14 sep- 
tembre au Macacus rhesus 209. Le douziéme jour, paralysie 
du membre inférieur droit; le lendemain, paraplégie com- 
pléte. L’animal est sacrifié le 27 septembre (seiziéme jour). 
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Examen histotogique. — Lésions intenses de poliomyélite 
aigué sur toute l’étendue de la moelle. 

La moelle du singe précédent est inoculée au Macacus 
inuus 294 et au Cercopithecus fulliginosus 161. Les deux ani- 
maux survivent. 

Résumé : I résulte de cette expérience : 

1° Que la souche Helfer s'est montrée plus virulente que les 
souches précédentes, en ce sens que des passages successifs Sur 
le singe ont pu étre effectués par deux fois. Cependant, dans la 
premiére série, le singe 19% a fait une newro-in/ection mortelle 
autostérilisable, attendu que sa moelle a montré des lésions de 
poliomyélite chronique, tout en étant dépourvue de virus, 

2° Lécorce cérébrale du méme malade n'a pas été virulente 


pour le singe. 
Exerrience V. — Gaathemann (René), trois ans et demi. Début, le 30 aout, 


par de la fiévre, des vomissements, de l’agitation. Le lendemain, parésie des 
deux membres inférieurs, sans abolition des réflexes. Température 37° 
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Signes légers diirritation méningée. Le 2 septembre, les réflexes rotuliens 
s'affaiblissent; début de pneumonie. Le 5 septembre, paralysie des muscles 
abdominaux, persistance des signes méningés; état grave. La pneumonie. 
continue a évoluer. Décés le 6 septembre, du fait de la pneumonie. Dia- 
gnostic : poliomyélite a forme paraplégique. 


Un fragment de moelle épiniére sert & inoculer le Cercopi 
thecus callithrix 299 \e 20 septembre. Le 3 octobre (treiziéme 
jour), Vanimal est pris de tremblement et devient paraplé- 
wique; le & octobre, paralysie généralisée, le singe est couché, 
il est sacrifié le $ octobre, soit quinze jours aprés l’inoculation. 

Examen histologique. — Lésions poliomyélitiques intenses de 
la moelle lombaire ; manchons périvasculaires, neuronophagie. 
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Passages : La moelle de ce singe est inoculée, le 6 octobre, 
au Macacus inuus 226. L’animal survit (Schéma 5). 


Expérience VI. — Cas chronique : Christophe ice Som eerrattn : polio- 
myélite il y a deux mois (3 juillet 1930); quadriplégie compléte, paralysie 
des muscles du dos, de la nuque et de l’abdomen. Paralysie des muscles 
laryngés. Décédé subitement, le 28 aott, sans que l’on puisse découvrir la 
cause de la mort a la nécropsie. 


Un fragment de moelle est inoculé au Macacus cyno- 
molgus 164. Lanimal survit. 

Résumé : Dans ce cas de poliomyélite datant de deux mois, la 
moelle épintére s'est montrée avirulente pour le singe. 


CoNcLUSIONS GéNRALES : Dans cing cas de poliomyélite aigué, 
concernant des enfants décédés pendant la période évolutive 
de leur maladie, la moelle épiniére s'est montrée quatre fois 
virulente pour le singe, ce qui fournit un pourcentage de 
80 p. 100 de résultats positifs. 17 en résulte que les neuro- 
INFECTIONS MORTELLES AUTOSTERILISABLES sont infiniment rares au 
cours de l’évolution de la maladie de Heine-Medin chez l'homme. 
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Les souches isolées au cours de I’ épidémie du Bas-Rhin se sont 
montrées moyennement virulentes, si lon en juge d’aprés les 
résultats des inoculations effectuées sur le singe. En effet, 
parmi ces souches, trois n’ont déterminé la maladie que lors 
de la premiére inoculation de virus humain au singe, les 
passages ultérieurs s’étant arrétés. Une quatridme souche 
(Krdnker) a occasionné, lors d'un second passage, une neuro- 
infection mortelle autostérilisable. Enfin, une cinquiéme souche 
(Helfer) s'est montrée plus virulente que les précédentes, en ce 
sens qu'elle a fourni deux passages positifs. ; 

Dans tous les cas ow le virus a été recherché dans l’écorce 
cérébrale, par inoculation au singe, lexpérience a démontré que 
cette écorce était dépourvue d’activité pathogéne. Il existe donc 
chez Vhomme une différence nette, quant a la richesse en germes 
poltomyélitiques, entre la moelle épiniére et la corucalité céré- 
brale. I) serait intéressant, 4 l'avenir, d’entreprendre une étude 
comparative de la virulence des centres nerveux sous-corti- 
caux : noyaux centraux, région thalamique, pédoncules céré- 
braux et protubérance. 


2° Virulence des nerfs périphériques, 
des ganglions lymphatiques et des amygdales. 


NeERFS PERIPHERIQUES. 


Expéerence VII. — Le nerf sciatique de la malade Helfer 
(voy. expérience IV) fut conservé dans la glycérine pendant 
quarante-huit heures, puis trituré, émulsionné dans de l’eaa 
physiologique et inoculé, par voie intracérébrale, au Macacus 
cynomolgus 194 (le 8 aotit). L’animal survit. 


GANGLIONS LYMPHATIQUES. 


Expérience VIII. — Malade Malaisé (Charles), dix ans (cas fruste). 

Début le 19 aout. Fiévre, céphalée, douleurs abdominales, angine, vomisse- 
ments. Conjonctivite légére. Les reflexes sont trés vifs. Liquide. céphalo- 
rachidien : Pression : 35, aspect normal. Le 4 septembre, adénopathie 

inguinale bilatérale trés douloureuse, avec périadénite. Le 11 septembre, 
‘excision d'un ganglion de laine. Quitte ’hdpital en bon état. 
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Le ganglion excisé est conservé pendant huit jours dans la 
elycérine; une émulsion de ce ganglion est inoculée au Cer- 
copithecus callithriz 220. L’animal meurt le quatorziéme jour, 
sans avoir présenté de paralysie. 

Examen histologique. — Absence de lésions de poliomyélite. 


AMYGDALES. 


Exprience 1X. — Les amygdales de quatre enfants atteints de 
poliomyélite, et dont la maladie datait de cing, quatorze, 
seize et soixante-cing jours, ont été partiellement excisées et 
placées dans la glycérine. Elles ont servi a inoculer des singes, 
en procédant de la maniére suivante : le fragment amygdalien 
était lavé avec de l'eau salée physiologique, trituré finement et 
émulsionné dans de l’eau chlorurée isotonique. L’émulsion, 
légérement clarifiée, était filtrée & travers une bougie Ber- 
kefeld V; le filtrat était inoculé par voie intracérébrale (1 cent. 
cube) et par voie intrapéritonéale (5 cent. cubes). Par ailleurs, 
une émulsion non filtrée de ces amygdales était injectée au 
méme singe par vore wtradermique (5 a 6 piqtres). 


Hasselmann (Roland), deux ans. Début le 2 septembre. 

Période dinvasion : Fiévre 39°, vomissements, mouvements ressemblant a 
des convulsions. Strabisme. Gorge rouge. 

Période d'état : Le 21 au soir, ne remue plus le bras gauche, ne marche plus 
bien. Paralysie du bras gauche; deltoide et pectoral paralysés et hypoto- 
niques. Aucun mouvement. R. C*® C7 C® un peu faibles. Légére raideur. Kernig 
ébauché. 


25 septembre : amygdalectomie partielle (cing jours apres le début de la 
maladie). 


Culture de l’amygdale : streptocoque fin et staphylocoque. 
Culture du filtrat : stérile. 

Tnoculation au Macacus inuus 231, le 7 octobre. Le 18 octobre, 
soit le onziéme jour, l’animal devient paraplégique. I! meurt 
le lendemain, douze jours aprés l’inoculation.. 


Examen ERG hn: — Lésions poliomyélitiques aigués 
intenses. | 


Ulrich (Gilbert), trois ans et demi. Début le 12 septembre 1930. 
Période d’invasion : Subfébrile. Abattement, fatigue. Ne parle pas; anorexie, 
angine, somnolence. 


Période d'état : Somnolence, abattement, demi-lucide. Ne réagit qu’aux 
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fortes excitations. Hypoesthésie, trés légére raideur de la nuque. Musculature 
flasque dans |’ensemble. 

13 septembre : Tous réflexes vifs, sauf au bras droit, ot ils sont plus faibles. 
Pas de paralysie. Nystagmus vertical. 

14 septenbre : Contracture musculaire de tout le corps, légére parésie du 
bras droit et de la nuque. Réflexes faibles 4 ce bras. Liquide céphalo-rachi- 
dien : Pression : 35; albumine : 0,35; cellules : 185. 

18 septembre : Est tout a fait lucide depuis la veille; plus de nystagmus. 
Strabisme convergent. 

25 septembre : Amygdalectomie partielle. Faiblesse des membres inférieurs, 
ne se met pas debout. Réflexes normaux aux membres inférieurs. Bras 
droit : parésie légére. 

18 owtobre : Peut marcher seul, mais démarche lente et incertaine. 


Amygqdalectomie dix-sept jours aprés le début de la maladie. 
Culture de l’amygdale : staphylocoque. 

Culture du filtrat: stérile. 

Inoculation au Macacus inuus 230. L’animal survit. 


Simon (René), trois ans. Malade depuis le 10 septembre 1930. 

Période dinvasion : A passé presque inapercue. Gorge rouge, enfant fié- 
vreux, anorexie légére. 

Période d’état : Les parents remarquent, le 12 septembre, que l'enfant ne. 
souléve plus le bras droit. Parésie du deltoide droit; peut a peine soulever le 
‘bras et l’'avant-bras droits. R : C’ trés faible, C® C* un peu faibles, C* +; 
ailleurs réflexes vifs. 

Liquide céphalo-rachidien : Pression : 30; cellules : 80; Sicard : 0,35. 

25 septembre : amygdalectomie partielle (seize jours aprés le début de la 
maladie). : 


Culture d‘amygdale:: létragéne. 
Culture du filtrat : stérile. 
Inoculation au Macacus cynomolgus 228 : L’animal survit. 


‘Mona (Renée), onze ans et demi. Début de maladie, le 20 aout 1930. 

Période d’invasion : Céphalées, fiévre, rachialgies, douleurs abdominales, 
angine, transpiration. Durée trois jours. 

Période d'état. Paraplégie; paralysie du membre supérieur droil. Hyper- 
esthésie et douleurs spontanées. Kernig positif. 

ser qoaét : raideur, hyperesthésie, parésie du membre supérieur droit. Para- 
lysie de la paroi abdominale. Paraplégie partielle, prédominant a droite, 
Réflexes rotuliens abolis. Liquide céphalo-rachidien: Pression : 45 ; cellules: 3; 


Sicard : 1,10. 


Amygdalectomie le sovxante-cinguicme jour. 
Culture d’amygdale : staphylocoque, rares streptocoques. 


Culture du filtrat : stérile. 
Inoculation au Macacus cynomolgus 229. L’animal est mort 


le dixiéme jour, sans avoir présenté de paralysie. 
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Examen histologique. — Absence de lésions. 

Passages sur le Macacus inuus 233, le 20 octobre. L’animal 
survit. 

Résumé : Ces expériences démontrent la présence du virus 
poltomyélitique dans lamygdale dun des quatre enfants exa- 
minés (Hasselmann, Roland). I) est intéressant de cunstater que 
c'est précisément le sujet chez lequel [amygdalectomie a été 
pratiquée le plus tét aprés le début de la maladie (cing jours), 
qui a fourni un résultat positif. 

Conciusions : 1° Le virus poliomyélitique n’a pas pu étre décou- 
vert dans les nerfs périphériques (sciatique) d'un enfant atteint 
de paralysie infantile, et dont la moelle épiniére s’était montrée 
virulente. Le phénoméne de la neuroprobasie centrifuge 
[Levaditi (1)] [septinévrite de Poincloux (2) et Nicolau (3)]| ne 
semble pas se reproduire dans le domaine de la poliomyélite 
humaine; 

2° Les ganglions lymphatiques inguinaux d'un sujet atteint 
de la forme abortive de la pohomyélite se sont montrés aviru- 
lents pour le singe (4); 

3° Il nous a été possible de découvrir le virus de la maladie 
de Heine-Medin dans lamygdale excisée in vivo chez un enfant, 
cing jours apres le début de la paralyste infantile. Cette consta- 
tation confirme les observations antérieures de Landsteiner, 
Levaditi et Pastia (5). 


3° Recherche du virus dans les ‘sécrétions naso-pharyngées 
et les matiéres fécales des malades. 


A. — S£EcrETIONS NASO-PHARYNGEES. 


Expérience X. — Les liquides provenant du lavage de la gorge de quatre 
enfants examinés pendant la période aigué de la poliomyélite sont mélangés 
et filtrés sur une bougie Chamberland L2. Le filtrat stérile est inoculé, par 
voies intracérébrale (1 cent. cube) et intrapéritonéale (40 cent. cubes), au 


(1) Levaprti. Herpes et Zona, Paris, 1924, Masson, éditeur. 

(2) Potctoux. Herpés. These de Paris, 1923. Arnette, éditeur. 

(3) Nrcoravu, Dimancesco-Nicotav et GaLtoway. Ces Annales, 43, 1929, p. 4. 

(4) On sait quils peuvent contenir le virus chez les singes atteints de para- 
lysie infantile typique. 

ae: Levapitr et Pastra. C. R. Académie des Sciences, 152, 1911, 
p. 701. 
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Macacus rhesus 172. L’animal meurt le trentitme jour de tuberculose pulmo- 
naire (absence de paralysie). 
Examen histologique : Résultat négalif. 


Exrkrience XI. — Méme dispositif expérimental. Malade Helfer (Marlyse) 
(Voy. p. 239). Filtration 4 travers une bougie Chamberland L2. Inoculation au 
Macacus cynomolgus 163. L’animal survit. 


Expértence XII. — Méme dispositif expérimental. Malade Dietz (Alfred). 
Forme paraplégique avec phénoménes vésicaux. L’examen a été pratiqué 
trois jours apres le début de la poliomyélite. Filtration 4 travers une bougie 
Chamberland L2. Inoculation au Macacus rhesus 199. L’animal meurt le 
douziéme jour, sans avoir présenté de paralysie ; tuberculose pulmonaire. 

Examen histologique : Absence de lésions. 


Expérience XIII. —Méme dispositif expérimental. Malade Petitdidier (Lucile). 
Poliomyélite aigué au cinquiéme jour (1). Filtration A travers une bougie 
Chamberland L1. Inoculation au Macacus rhesus 204. L’animal survit. 


Expirience XIV. — Méme dispositif expérimental. Malade Acker (Ger- 
maine). Paralysie faciale droite. Killtration a travers une bougie Berkefeld V; 
inoculation au Macacus cynomolgus 190 le 30 aout. Le huitiéme jour, l’animal 
 crie, sa téte est renversée en arriére; il titube et montre une parésie du 
membre inférieur gauche. Le lendemain, il se déplace difficilement, ses 
mouvements sont lents, le train inférieur raidi. Cet état se maintient jus- 
qu’au 19 septembre. Le singe est sacrifié. 

Examen histologique : Absence de lésions typiques de la moelle, mais, dans 
Vécorce cérébrale antérieure et postérieure, on constate des foyers d’encé- 
phalite aigué, constitués par des mononucléaires et surtout par des leucc- 
cytes a4 noyaux polymorphes. Présence de lésions de périvascularite mono- 
cytaire. 

Passage : La moelle épiniére du singe précédent sert a inoculer le Cercopz- 
thecus 223; animal meurt de pneumonie le dix-septi¢me jour. 

Examen histologique : Absence de lésions de poliomyélite. 


Exprérignce XV. — Dans cette expérience nous avons examiné 4 échantil- 
jons de sécrétions nasopharyngées. Le prélévement a été effectué : 1° au 
moyen d’un tampon; 2° par des lavages de gorge au bock. Le tampon a servi 
a préparer une émulsion concentrée, que nous avons inoculée par voie intra- 
dermique (5 & 6 piqures); le liquide de lavage a été filtré sur bougie Ber- 
kefeld V et injecté par voies intracérébrale et intrapéritonéale. 

Cas n° 1. — Appas (Jean), dix-huit mois, forme paraplégique légere. L’examen 
a été pratiqué quatre jours apres le début de la maladie. Culture de la sécré- 
tion prélevée par tampon : Staphylocoque et viridans. Inoculation au 
Macacus cynomolgus 173: résultat négatif. 

Cas n° 2. — Anther (Simone), trois ans, paralysie de la 7° paire gauche. 
Examen quatre jours apres le début de la maladie; culture de Ja sécrétion 
prélevée par tampon : staphylocoque et streplocoque hémolytique. Inocula- 
tion au Macacus rhesus 204: Résultat négatif. 

Cas n° 3. — Ambiehl (Yvonne), deux ans, forme paraplégique. Examen pra- 


(1) Parésie des membres supérieur et inféricur droits. 
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tiqué sept jours apres le début de la maladie; culture de la sécrétion prélevée 
par tampon : viridans. Inoculation au Macacus rhesus 203: résultat négatif. 

Cas n° 4. -— Braun (Micheline), trois ans, paralysie du facial droit. Examen 
huit jours apres le début de la maladie. Culture de la sécrétion prélevée par 
tampon : streptocoque hémolytique. Inoculation au Macacus rhesus 208, le 
8 septembre. Huit jours aprés. L’animal est agité, mord le grillage de sa 
eage et montre une paralysie compléte du bras droit. Cet état se maintient 
jusqu’au 3 octobre; l’animal s’affaiblit de plus en plus et meurt le 5 octobre, 
vingt-sept jours aprés inoculation. 

Examen histologique : Lésions de poliomyélite chronique intense de la 
corne antérieure gauche de la moelle cervicale. Atrophie et disparition des. 
neurones; infiltration de la substance grise par des éléments mononucléaires. 
Lésions des ganglions rachidiens correspondants. 

Passage : I.a moelle du singe précédent sert 4 inoculer le Macacus 


inuus 227. L’animal survit. 


Résumé : Nous avons pratiqué huit examens de sécrétions 
naso-pharyngées provenant de poliomyélitiques & la période 
aigué de la maladie. Par deux fois seulement (25 p. 100), a1 nous. 
a été possible de déceler le virus par inoculation au singe. A en 
juger d’apres les caractéres et l’évolution de la maladie trans- 
mise expérimentalement, la quantité de virus poliomyélitique 
contenue dans les sécrétions naso-pharyngées, de méme que 
son activité pathogéne, ont été peu marquées. I/ n’est donc 
pas facile de mettre en évidence le germe de la paralysie 
infantile dans les sécrétions du nez et de la gorge des enfants 
examinés a la période aiqgué de affection. Nous reviendrons 
plus loin sur ce sujet. 


B. — Mati&res FS&CALEsS. 


Un certain nombre de fois, nous adressant aux mémes. 
malades, nous avons recherché le virus dans les matiéres 
fécales (en comparaison avec les sécrétions naso-pharyngées). 
Voici les résultats obtenus : 


Exeértence XVI. — Malade Helfer (voy. p. 239). Matiéres fécales filtrées sur 
bougie Chamberland L2. Inoculation au Macacus cynomolgus 161. L’animal 
survit. Résullat négatif. 

Malade Dietz (Alfred) (voy. p. 247). Matiéres fécales filtrées sur bougie 
Chamberland L2. Inoculation au Macacus rhesus 200. Le singe meurt le dixiéme 
jour (pas de lésions poliomyélitiques). Résultat négatif. 

Malade Petitdidier (Lucile) (voy. p. 247). Matiéres fécales filtrées A travers 
une bougie Chamberland Li. Inoculation au Macacus rhesus 206. L’animal 
meurt le sixiéme jour sans avoir présenté de paralysie. 


ETUDE DE LEPIDEMIE DE POLLOMYBLITE DU BAS-RHIN 249 


Examen histologique : Absence de lésions; résultat négatif. 

Malade Hacker (Germaine) (voy. p. 247). Filtration A travers une bougie 
Berkefeld V. Culture de filtrat stérile. Inoculation au Macacus cynomolgus 214. 
L’animal meurt le troisiéme jour. 

Examen histologique : Absence de lésions. 


Résumé : Nous avons recherché & quatre reprises le virus polio- 
myélitique dans les matiéres fécales d'enfants examinés a la 
période argué de la maladie, sans obtenir un seul résultat positif. 
Certains de nos animaux sont morts trop tot aprés l'inoculation 
du filtrat (bactériologiquement stérile) dans le cerveau et la 
cavité péritonéale, pour pouvoir juger du résullat de nos 
essais. Nous avons eu l’impression que /e filtrat de féces con- 
tient un principe toxique pour le singe. 


4° Essai de contamination du singe par voies nasale et buc- 
cale, au moyen de sécrétions naso-pharyngées et de 
matiéres fécales non filtrées, provenant de sujets atteints 
de poliomyélite. 


ExeERIENvE XVII. — Sécrétions naso-pharyngées de 4 malades examinés a 
la période aigué de la poliomyélite. On scarifie Ja muqueuse nasale du 
Macacus cynomolgus 198 et on introduit dans les narines des tampons imbibés 
avec les sécrétions naso-pharyngées des malades. Le méme singe regoit 
per os 50 cent. cubes des mémes sécrétions (26 juillet). Les 28, 29, 30 et 
31 juillet, on renouvelle Vopération. L’animal ne montre aucun trouble 
apparent. Inoculé le 11 septembre, par voie intracérébrale, avec du virus 
actif, il contracte la poliomyélite. 


Exeérrence XVIJI. — Matiéres fécales du malade Schantz (Charles), période 
aigué de la maladie. Une émulsion épaisse de ces matiéres est administrée 
per os (sonde) au Macacus cynomolgus 190 (le 5 aout). Nouvelles ingestions de 
matiéres du méme malade, fraichement recueillies, le 6 et le 7 aofit; ’animal 
survit. 


ee 


Résumé : Il nous a été impossible de conférer la poliomyélite 
au singe en lui administrant soit per os, soit par la vove nasale 
(muqueuse préalablement scarifiée), des sécrétions naso-pha- 
ryngées ou des matiéres fécales non filtrées, provenant d enfants 
atteints de poliomyélite aque. 
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5° Recherche du virus hors de l'organisme humain : 
Eau, lait. 


A. Eau. 


Nous avons recherché !a présence du virus, par inoculation 
au singe, soit dans l’eau de boisson fournie par des puits appar- 
tenant a des maisons ot habitaient des malades, soit dans l’eau 
d’alimentation de certaines localités éprouvées par |’épidémie. 


Expénrence XIX. — Eau du puits de la maison n° 80, ot habitait le petit 
Hinkel, & Roosfeld. La maladie avait débuté dans la nuil du 22 au 23 juillet. 
Le prélévement d’eau a été fait le 24 juillet, c’est-a-dire le lendemain. Le 
Macacus cynomolgus 97 recoil, cet échantillon d’eau per os, (40 cent. cubes), 
dans le péritoine (15 cent. cubes) et dans le cerveau (1 cent. cube). Cette 
opéralion est renouvelée journellement 4 cing reprises. L’animal ne 
montre pas de signes de paralysie; il succombe le vingt et uniéme jour. 

Examen histologique : Absence de lésions de poliomyélite. 


Expérience XX. — Le 43 aout, on préléve de l’eau de conduite 4 Haguenau 
(cuisine de !hopital) et 4 Bischwiller (habitation ot un enfant est mort de 
poliomyélite). Le Macacus rhesus 207 recoit 1 cent. cube de cette eau dans le 
cerveau et 20 cent. cubes dans la cavité péritonéale; une nouvelle injection 
est pratiquée le lendemain dans le péritoine; l’animal survit. 


Expérience XXI. — Eau d’alimentation prélevée 4 Hoerth, dans le puits de 
Ja maison 284, ot un enfant malade était soigné chez lui. Inoculation de 
cette eau au Macacus rhesus 202 (méme procédé). L’animal meurt le onziéme 
jour, sans avoir présenté de paralysie. 

Examen histologique : Absence de lésions de poliomyélite. 


Expérience XXII. — Eau d’alimentation de Hoerth. Puits de la maison 


n° 243, ou un enfant malade a élé soigné chez lui. Inoculation au Macacus 
rhesus 203; Vanimal survit. 


Résumé : Id nous a été impossible de déceler la présence du 
virus poliomyélitigue, par inoculation au singe, dans des échan- 
illons @eau dalimentation provenant de puits appartenant a 
des maisons ou des enfants poliomyélitiques habitaient, ou 
encore de canalisations alimentant certains centres contaminés. 
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B. Larr. 


Expérence XXIII. — Le lait provenant de deux vaches appartenant a la 

famille Hinkel (Roosfeld) a été inoculé le 24 juillet au Cercopithecus fulligi- 

_ nosus 162, par voie péritonéale (10 cent. cubes) et intrasciatique (0,5 cent. 
cubes). L’animal survit. 


Il nous a été impossible de déceler le virus dans le lait dont 
se nourrissait un enfant ayant contracté la poliomyélite. 


6° Le réle des moustiques 
et des mouches dans la transmission de la poliomyélite 
(en collaboration avec M. Burr). 


Il nous a semblé utile d’examiner & nouveau la question de 

la transmission possible de la poliomyélite par des insectes 
_ piqueurs, en particulier par des moustiques. En effet, l'épi- 

démie de paralysie infantile du Bas-Rhin a sévi & une époque 

de année et dans des conditions climaliques ayant déterminé 
léclosion de trés nombreux moustiques, précisément dans les 
régions les plus contaminées. 

Dans des travaux antérieurs [Kling et Levaditi (1)], nous 
avons résolu par la négative le probleme du réle des Stomozxys 
calcitrans dans la propagation de la maladie de Heine-Medin. 
D’autre part, il nous a été impossible de découvrir le virus de 
cette maladie dans des moustiques capiurés au voisinage des 
maisons contaminées, lors des recherches faites en Suéde 
(1913), en collaboration avec C. Kling. 

Si les moustiques interviennent réellement dans la propaga- 
tion de la poliomyelite, al faut admeitre que le sang des malades 
renferme le virus a une période donnée de la paralysie infantile, 
puisque c’est dans ce sang que les insectes piqueurs doivent pur- 
ser le germe. Or, les expériences sur le singe ont moniré que le 
sang n'est pas virulent [Cf. pour la littérature, Levadili, Ecto- 
dermoses neurotropes (2) |. 


(1) Kine et Levaniri, Elude sur la poliomyélile aigué epidcmiguc. Yaris, 1943 
Maretheux, éd. 
(2) Levapit1, Eclodermoses neurotropes, Paris, 1922, Masson, éd. 
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L’essai suivant confirme cette constatation chez l’homme : 


Expérience XXIV. — Malade Petéitdidier (Lucile), alteinte de poliomyélite ° 
depuis le 9 aout. Paralysie des membres supérieur et inférieur droits: Préle - 
vement du sang veineux le cinquiéme jour de la maladie. Le sang défibriné 
est inoculé dla dose de 8 cent. cubes dans la cavité péritonéale du Macacus 
rhesus 207. L’animal suryit. 


Toutefois, cette absence de virus dans le sang des singes el 
des sujets humains atteints de poliomyélite n’est pas un argu- 
ment péremptoire contre la possibilité de la transmission de la 
maladie au moyen de pigires d’insectes. I! est possible, en effet, 
que le germe circule effectivement dans le sang, mais en quan- 
tité,si infime qu’il n’est pas décelable par la simple inoculation a 
des simiens. Certains insectes pourraient, cependant, constituer 
un milieu de culture favorable, et permettre ainsi une multipli- 
cation active de quelques rares unités virulentes qu ils auraient 
absorbées avec le sang. C’est la raison pour laquelle nous avons 
entrepris les expériences suivantes : 


Exetrience XXV. — Recherche du virus dans des moustiques 
provenant de localités contaminées. 

Les espéces suivantes de moustiques : Culex pipiens, Ochle- 
rotatus lateralis, Eeculex vecans, Anopheles maculipenis, Theo- 
baldia anulata, ont été capturées le 19 aofit & Schiltigheim, 
Hoerth, Reichstett, La Wantzenau. Ces moustiques, au nom- 
bre d’environ 90, sont tués au chloroforme et placés dans de la 
glycérine. Trois heures aprés, ils sont triturés, émulsionnés 
dans de l’eau physiologique, puis inoculés par voies intrapéri- 
tonéale, intrasciatique et intradermique au Macacus rhe-- 
sus 217. L’animal survit. 


Expérience XX VI. — Essai de contamination des moustiques 
au moyen de moelles virulentes. 

Un certain nombre de moustiques appartenant aux espéces 
Ecctlex vexans et Ochlerotatus lateralis, fraichement capturés 
le 25 aoiit, sont placés dans 8 tubes contenant un tampon 
d’ouate fixé au bouchon par une épingle. Le tampon est imbibé 
d’une émulsion sucrée de moelle virulente provenant du Cer- 
coprthecus fulliginosus 160, mort de poliomyélite( Voy. page240). 
Le 26 aotdt, soit vingt-quatre heures aprés, on les retire et om 
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les place dans une cage de Roubaud. Le 27 aott, quarante-huit 
heures aprés le premier contact avec |’émulsion virulente, les 
moustiques sont retirés de la cage, tués au chloroforme, plon- 
gés, pendant quatre heures, dans de la glycérine stérilisée, 
puis triturés finement et émulsionnés dans de l’eau salée iso- 
tonique. L’émulsion est inoculée, par voies intrapéritonéale et 
intradermique, au Macacus cynomolgus 212. Le 3 septembre 
{septiéme jour), l’animal est trouvé assis, la téte penchée en 
avant; il montre une monoplégie du membre inférier droit et 
une paralysie faciale gauche. Le soir, paraplégie totale. Sacrifié 
le lendemain. 

Examen histologigue. — Bulbe : Lésions de poliomyélite 
aigué avec neuronophagie. 

Cette expérience montre que des moustiques de l’espéce Eccu- 
LEX VEXANS et OcHLEROTATUS LATERALIS, nourris avec une émul- 
sion de moelle virulente de singe, peuvent conserver le virus 
poliomyélitique pendant au moins quarante-hutt heures. 


Exesrtence XXVIT. — Un autre lot des mémes moustiques 
est placé dans une cage de Roubaud le 25 aot. A 18 heures, 
ils sont mis en élat de piquer le malade Muhr (Marcel), atteint 
de poliomyélite fébrile récente et évolutive. Le lendemain, a 
10 heures, on tue les moustiques au chloroforme et on en pré- 
pare une émulsion quel’on inocule, par voies intradermique et 
intrapéritonéale, au Macacus cynomolgus 213. L’animal survit. 

Il résulte de cet essai que les moustiques des espéces décrites 
précédemment, apres avoir ingurgité abondamment du sang de 
poliomyélitique, ne paraissent pas contenir du virus quarante- 
huit heures aprés la piqtre. 

Nous avons vu que des moustiques ayant absorbé du virus 
sous forme de moelle virulente de singe conservent le germe 
poliomyélitique pendant quarante-huit heures, germe déce- 
lable par inoculation d'une émulsion de ces insectes. Mais sont- 
ils capables de transmettre la maladie par pigure ? 

ExptriENcE XXVIII. — Des moustiques des espéces : Anopheles, Vexans, aédes 
cinereus, sont capturés le 4 septembre. Ils sont nourris avec une émulsion de 
moelle virulente (Macacus cynomolgus 212). Le lendemain, on retire le tampon 
« virulent » et on le remplace par un tampon imbibé d’eau sucrée. Le 7 sep- 


tembre, soit le troisiéme jour, les insectes sont placés dans une cage de Rou- 
baud. Ils servent A piquer le Cercopithecus fulliginosus 165. L’animal survit. 
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Une autre expérience est disposée de la méme maniére, mais, 
ici, les moustiques ont été nourris avec du sang d’un singe’ 
(Cynomolgus 219) atteint de poliomyélite. Ces moustiques sont 
mis a piquer le Cercopithecus fulliginosus 162. L’animal sur- 
vit (4). 

Il en résulte que si les moustiques peuvent conserver pendant 
quelques jours le virus poliomyélitique, par contre, nourris, sovt 
avec de lamoelle virulente, soit avec du sang de singe paralysé, 
ils ne transmettent pas la maladie, par pigitre, aux simiens 


réceptifs (2). 


Moucurs. — Les essais antérieurs de Kling et Levaditi 
(doc. cit.) ont montré qu’il était impossible de conférer la polio- 
myélite aux singes en leur inoculant un extrait de mouches 
capturées dans des salles d’hépital o& couchaient des enfants 
malades. Nous avons disposé l’expérience autrement : 


Expéarence XXIX. — 21 mouches ont été nourries dans une cage de Rou- 
baud avec une émulsion de moelle virulente, le 4 septembre. Quarante-huit 
heures aprés, les mouches sont tuées au chloroforme; on en prépare un 
extrait, lequel est inoculé, par voies intradermique et intrapéritonéale, au 
Macacus rhesus 205. L’animal meurt le vingt-sixiéme jour, sans avoir montré 
des troubles paralytiques. 

Examen histologique. — Absence de lésions de poliomyélite. 


Les mouches ne paraissent donc pas conserver le virus de la 
poliomycirte. 


Il. — CONSIDERATIONS GENERALES 
D’ORDRE EXPERIMENTAL 


L’expérimentation sur le singe nous a permis d’établir ce qui 
sult : 

1° Le virus provocateur de Cépidémee de poliomyélite du dépar- 
tement du Bas-Rhin, isolé par inoculation de moelles humaines 


_ (1) Une nouvelle expérience faite sur le Chimpanzé a fourni des résultats 
identiques aux précédents. 

(2) Dans deux autres essais, des moustiques nourris avec du sane du 
malade Mahler n'ont transmis la maladie ni par pigtire, ni par injection 
(deux et cing jours aprés la piqtire). ; 
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au singe, s'est montré d'une virulence moyenne. Il nous a été, 
en effet, impossible d’entretenir ces souches par des passages 
réguliers. Ces passages se sont arrélés, le plus souvent dés la 
premiére, parfois dés la seconde inoculation. C’est 1a une 
observation conforme aux fails établis antérieurement par 
Jonesco-Mihaesti (1) et ses collaborateurs, a l'occasion de leurs 
études sur |’épidémie Roumaine ; 

2° La poliomyélite n'est gue rarement, chez Vhomme, une 
« neuro-infection mortelle autostérilisable » | Cf. Levaditi (2) et 
ses collaborateurs|. Toutes les tentatives de transmission du 
virus humain au singe, 4 l'exception d’une seule, ont été cou- 
ronnées de succés. Par contre, des cas rappelant ce type de 
neuro-infection autostérilisable ont été observés chez les 
simiens inoculés avec les souches du Bas-Rhin; 

3° Alors que la moelle épiniére est presque constamment viru- 
lente, jamais nous n'avons décelé le virus dans t écorce cérébrale 
des poliomyélitiques. L’affinité élective du germe pour le seg- 
ment bulbo-médullaire du névraxe est donc des plus évi- 
dentes ; 

he La diffusion'du virus le long des nerfs périphériques (Neu- 
roprobaste centrifuge de Levaditi; Septinévrife de Poincloux 
et Nicolau) ne paratt pas s'effectuer dans la poliomyélite 
humaine ; 

5° Absent des ganglions lymphatiques inguinaux {forme 
fruste), /e virus poliomyélitique a pu étre décelé dans lamyg- 
dale dun enfant dont la maladie datart de cing jours. U sem- 
ble disparaitre plus tard de cet organe (Cf. les recherches anté- 
rieures de Landsteiner, Levaditi et Pastia, /oc. cit.) ; 

6° Les résultats des essais concernant fa présence du virus 
dans les sécrétious naso-pharyngées et les feces des malades 
méritent une mention particuliére. Nous avons été surpris de 
constater combien i était rare de déceler le germe poliomyéli- 
tique, ausst bien dans les sécrétions du nez et du pharynx, que 
dans les matiéres fécales. Nos essais ont fourni des résultats 
différents de ceux enregistrés en Suéde par Kling, Petterson et 
Wernsted (doc. c2d.), et par Kling et Levaditi (/oc. evf.). A notre 


(1) Jonesco-Minarsti, Tura el Wisner. C. R. Soc. de Biol., 99, 1928, p. 12. 
(2) Levaprtt. Loc. cié. 
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avis, le virus dela maladie de Heine-Medin dott exister dans le 
nez, la gorge, ou le contenu intestinal plus fréquemment que 
ne Tindiquent nos expériences. Si les résultats sont si sou- 
vent négatifs, c’est que, trés vraisemblablement, la quantité 
de virus est infime, si infime que le germe échappe 4 nos 
investigations. N’oublions pas, en effet, que les sécrétions 
naso-pharyngées, aussi bien que les fécés, sont soumis a 
la filtration avant leur inoculation au singe, ce qui appauvrit 
sensiblement leur teneur en germes. Ajoutons & cela que les 
simiens, peu importe l’espéce & laquelle on s’adresse, sont des 
animaux dont la réceptivité est loin d’étre constante, et nous 
comprendrons pourquoi la recherche du virus dans les secreta 
ou les excreta é6choue dans bon nombre de cas; 

T° Ilnous a été impossible de découvrir le germe filtrable de la 
paralysie infantile hors de lorganisme humain. Les résultats 
des examens de (eau d’alimeniation ont été constamment néga- 
tifs; il en fut de méme de ceux concernant /e lait; 

8° Les insectes piqueurs, en particulier le moustique, ne sem- 
blent pas jouer un réle effectif dans la propagation épidémique 
de la polilomyélite. 


{ 


Rapprochons ces données expérimentales de nos constata- 
tions épidémiologiques, et cherchons dans quelle mesure elles 
sont d’accord avec les deux théories actuellement en présence : 
transmission de la poliomyélite par contact interhumain, et 
propagation par l’intermédiaire des aliments, |’eau de boisson 
en particulier. 

Aucun des faits établis expérimentalement ne vient a l’en- 
contre de la contagion d’-homme & homme (malades et porteurs 
de germes). Cerlains, parmi eux, la confirment. Telles sont la 
présence du virus dans les sécrétions naso-pharyngées, et l’in- 
fectiosité des amygdales cing jours aprés le début de la mala- 
die. 

Pouvons-nous en dire autant de nos recherches se rappor- 
tant a la théorie hydrique de C. Kling? Si lon s’en tient stric- 
lement & nos observations actuelles, on a impression qu’elles 
ne cadrent pas avec lous les destderata de cette théorie. Mais il 
n’y a pas que cela. Des essais antérieurs ont démontré la possibi- 
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lité de conférer la maladie aux singes réceptifs (Mac. cynomol- 
gus), en leur administrant le virus poliomyélitique per os, ou en 
les nourrissant avec des aliments contaminés. Il a été établi, 
d’autre part, que le germe peut se conserver pendant long- 
teraps dans l’eau de boisson, et qu'une telle eau souillée peut 
transmettre l’infection par simple ingestion. Enfin, il serait 
erroné d’invoquer contre la conception de C. Kling |’absence 
de virus poliomyélitique dans l’eau d’alimentation. Cela ne 
doit pas surprendre. A-t-on toujours décelé le bacille typhique 
dans l'eau suspecte, alors que personne ne conteste actuelle- 
ment l’origine hydrique de bon nombre d’épidémies de fiévre 
typhoide ? 

En sorte que, sz, dans l'ensemble, nos recherches expérimen- 
tales viennent a Tappur de la théorte du contact interhumain, 
elles ne nous semblent pas contredire ’hypothese « hydrique » de 
C. Kling. 


BARTONELLOSES ET INFECTIONS MIXTES 


(avEc 1 PLANCHE) 


par Anorné LWOFF et Marncen VAUCEL. 


(Laboratoire de Protistologie de i'Institut Pasteur.) 


L’anémie & Bartonella muris du rat et de la souris a fait 
objet d’un nombre considérable de travaux. Il n’est pas dans 
notre intention de décrire de nouveau cette anémie qui a été 
fort bien étudiée par Martin-Mayer, Borchard et Kikuth, 
V. Schilling, V. Schilling et San Martin, Lauda et bien d’au- 
tres. La question des bartonelloses a, en outre, fait tout récem- 
ment l’objet d'un rapport de Martin-Mayer au I** Congrés inter- 
national de Microbiologie. Nous rappelons seulement que la 
splénectomie détermine chez le-rat, la souris, le campagnol, le 
hamster, le mérion, une anémie grave causée par la multipli- 
cation, dans le plasma et & la surface des hématies, de bacté- 
ries particuliéres, les Bartonella, sur la morphologie desquelles 
nous jugeons inutile de revenir. 

Les bartonelloses animales sont typiquement des infections 
latentes révélées par la splénectomie. Cependant, on peut 
observer parfois des Bartonella dans le sang d’animaux non 
splénectomisés. Martin-Mayer qui a découvert Bartonella muris, 
la observée pour la premiére fois dans le sang d’un rat « nor- 
mal » (non splénectomisé) infecté par Trypanosoma rhodesiense 
et traité par le Bayer 205. Lauda a pu réussir a transmettre 
lanémie infectieuse de rats splénectomisés & rats normaux par 
inoculation de sang. V. Schilling et San Martin ont transmis 
des Bartonella & quelques rats non splénectomisés par inocu- 
lation, soit de sang infecté, soit de cultures de Bartonella. 

Mais ces réussiles ont été exceptionnelles et aucun des auteurs 
cités n’a obtenu de virus capable d’infecter & coup sdr des rats 
ou des souris normaux. On peut dire qu’é moins de conditions 
particuliéres que nous allons justement définir, les Bartonella 
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qui apparaissent aprés splénectomie sont incapables de donner 
aux animaux des infections apparentes. 

C'est ainsi que Noguchi a fait des essais répétés pour essayer 
d’infecter des rats ou des souris normaux par injections intra- 
veineuse, intrapéritonéale, intratesticulaire de sang de souris 
splénectomisées et infectées par des bartonelles. Toutes ses 
tentalives ont échoué. Il faut signaler, d’autre part, que Jaffé et 
Willis ont réussi 4 mettre en évidence des Bartonella dans le 
sang de jeunes rats normaux de quatre semaines laissés en con- 
tact avec leurs parents infectés. Il s’agit probablement 1a d’une 
premiere infection. 

Cependant, nous avons vu apparaitre 4 deux reprises diffé- 
rentes, au laboratoire, une race particuli¢rement virulente de 
Bartonella murts, capable de provoquer chez la souris non 
splénectomisée une infection massive aigué. Le virus a été 
transmis de souris normale & souris normale : 28 passages 
dans le premier cas; 18 passages dans le deuxiéme. Les séries 
de passages ont été volontairement interrompues. Voici dans 
quelles circonstances ces races virulentes sont apparues. 

Premier cas. — Bartonellose spontanée chez une souris 
infectée par Trypanosoma cruzi (Lwoff et Provost, 1929). 

Une souris blanche (Souris 1} est inoculée le 21 janvier avec 
le sang d’un jeune chien renfermant des Trypanozoma cruzi. 
Le chien avail été lui-méme inoculé avec un virus crwzz isolé 
dun Rhodnius et ayant subi deux passages par rat. 

Le 6 février, le sang de la Souris 1 montre d’assez nombreux 
trypanosomes : 7a 8 par champ 8 fort grossissement. Les pré- 
paralions colorées du sang renferment de trés nombreuses Bar- 
tonella muris. ll s’agissait d’une souris « normale », c’est-a-dire 
n’ayant pas subi la splénectomie. Au cours de l’exposé qui va 
suivre, lorsque nous parlerons de souris ou de rats, sans les 
désigner plus explicitement, il s’agira toujours d’animaux nor- 
maux, non splénectomisés. 

A partic de la Souris 1, le virus est entretenu sur souris par 
inoculation intrapéritonéale. 

Premier passaye. — Souris 3, inoculée avec le sang de 
Souris 1. Infeetion & Bartone//a du quatriéme au douziéme 
jour aprés inoculation. Bartonella nombreuses le dixiéme 
jour = 
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Souris 4, inoculée avec le sang de Souris 1. Bartonella dans 
le sang du huitiéme au quinziéme jour. 

Deuxiéme passage. — Souris 11, inoculée avee le sang de 
Souris 4. Bartonella du deuxiéme au huitiéme jour. Bartonella 
tres rares le deuxiéme jour. Maximum de l’infection le cin- 
quiéme jour. Les septiéme et huitiéme jours, infection décrois- 
sante. Le neuviéme jour, pas de bartonelles. 

A partir du deuxiéme passage, le virusa conservé les mémes 
caractéres : apparilion des Bartonedla dans le sang le deuxiéme 
jour aprés l'inoculation. Infection augmentant jusqu’au cin- 
quiéme ou sixiéme jour. Guérison en deux jours. On trouve 
rarement des bartonelles dans le sang le neuviéme jour aprés 
Vinoculation. 

Lwoff et Provost ont ainsi effectué douze passages successifs 
de souris normale & souris normale. Vaucel, qui a continué 
l'étude de ce virus, a fait par la suite 16 passages. Le virus 
apparu sur la souris 1 a donc pu subir 28 passages consécutifs 
sur souris non splénectomisées et a conservé ses caractéres. 
Nolons qu'une souris a présenté un relard dans l’incubation : 
les bartonelles ne sont apparues que le sixiéme jour. Mais la 
durée et l'intensité de l’infection ont été normales par la suite. 
Cing souris n'ont fait qu’une infection faible de trois 4 quatre 
jours, avec rares Bartonella dans le sang. Au vingt-huitiéme 
passage, le virus a été volontairement abandonné. 


INFECTION DU RAT NON SPLENECTOMISE PAR LE VIRUS DE LA SOURIS. — 
Deux rats blancs normaux (1 et 2), inoculés dans le péritoine 
avec du sang de la souris 1, sont morts le septiéme jour avec de 
nombreuses bartonelles dans le sang. 

Rat 3, inoculé le méme jour que 1 et 2, montre des barto- 
nelles du neuviéme au quinziéme jour et meurt. 

Rats 4 et 5, moculés avec du sang de souris (deuxitme pas- 
sage du virus sur souris), montrent des Bartonella : le n° 4, du 
troisiéme au sixiéme jour et guérit, le n° 5, du troisiéme au cin- 
quiéme jour et meurt le cinquiéme jour. 

Rats 6 et 7, inoculés avec du sang de souris (iroisiéme pas- 
sage sur souris), font des infections faibles, le n°6 du deuxiéme 
au troisiéme jour, le n° 7 du troisiéme au huitiéme jour apres 
Yinoculation. 
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Rats 8 et 9, inoculés avec du sang de souris (deuxiéme pas- 
sage sur souris), ne montrent pas de Bartonella. 

Rat 10, inoculé avec du sang de souris (quatriéme passage). 
Il montre de rares bartonelles du troisitme au sixiéme jour. 
Son sang, pendant la période positive, est inoculé au rat 11, 
qui reste indemne par la suite. 

Rats 11, 13, 14 sont inoculés avee du sang de souris (qua- 
triéme passage). Ils font une infection faible du deuxiéme au 
cinquiéme jour, du deuxiéme au sixiéme et du deuxiéme au 
cinquiéme jour. 

Le virus Bartonella muris de la souris peut donc infecter le 
rat non splénectomisé. L’infection est d'intensité trés variable 
et entraine tous les degrés intermédiaires entre des cas entiée- 
rement négatifs et des infections mortelles. 


INFLUENCE DE LA DOSE DE VIRUS SUR L’EVOLUTION DE L'INFECTION 
CHEZ LA sourts. — En général, les inoculations & la souris ont 
été faites avec I goutte de sang de souris. Nous avons dilué le 
virus et étudié son comportement chez la souris 4 des taux 
variables de dilution. 

Les dilutions ont été faites, avec dusang riche en bartonelles, 
dans de l'eau physiologique citratée. 

Des doses trés faibles de virus sutfisent a infecter des souris 
non splénectomisées, comme le montre la liste qui suit. 

Souris 27, inoculée dans le péritoine avec I goutte de sang 
dilué au 1/40: infection du deuxiéme au neuviéme jour. 

Souris 28, I goutte de sang dilué au 1/100 : infection du 
quatriéme au dixiéme jour. 

Souris 29, [ goutte de sang dilué au 1/1.000 : infection du 
huitiéme au douziéme jour. 

Souris 30, I goutte de sang dilué au 1/10.000 : infection 
débutant le dixiéme jour; n’a pas été suivie. 


Immuniré aprés GuéRison. — Les souris guéries d’une infec- 
tion aigué ne présentent pas de récidive, méme malgré 1’évo- 
lution d’une infection mortelle par Trypanosoma cruzi. D’autre 
part, les souris réinoculées aprés guérison ne montrent pas de 
réinfection, ou une réinfection trés faible. 

La souris 9, ayant fait aprés inoculation une bartonellose 
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aigué, du troisiéme au neuvitme jour, a été réinoculée sept 
jours aprés la guérison. Son sang s'est montré négatif dans les 
sept jours qui ont suivi. Réinoculée une deuxi¢me fois vingt- 
trois jours aprés la guérison, elle montre le quatri¢me jour de 
trés rares Bartonella; Vexamen de son sang est toujours négatif 
par la suite. 

La souris 14 a fait une bartonellose aigué du deuxiéme au 
huiliéme jour aprés Vinoculation. Réinoculation treize jours 
apres Ja guérison. Examen négatif du sang dans les huit jours 
qui suivent la réinoculation. 

La souris 8 a fait d’abord une infection fazble du deuxiéme 
au cinquitme jour; réinoculée le vingt-sixiéme jour aprés la 
guérison, montre de rares bartonelles le cinquiéme jour; exa- 
men du sang toujours négatif les jours qui suivent. 

Les souris guéries d’une infection aigué possédent une 
immunité solide. Quand nous avons observé la réapparition 
de bartonelles dans le sang (souris 9, deuxieme tentative, et 
souris 8), elle fut toujours breve, n’excédant pas vingt-quatre 
heures, et Vintensilé de l’infection, faible. 


DisPARITION DU VIRUS APRES L’INFECTION. — La souris 11 a fait 
une infection aigué massive du deuxitme au neuviéme jour 
apres l’inoculation. 

Le huitiéme Jour, son sang renferme de nombreuses Barto- 
nella. 

Le neuviéme jour, rares Bartonella. 

Le dixiéme jour, examen microscopique du sang : négatif. 

Le onziéme jour, lexamen microscopique étant négatif, le 
sang est prélevé et inoculé 4 une souris neuve, souris 17. La 
souris 17 ne montre pas de bartonelles pendant les jours qui 
suivent. 

Quarante-huit heures aprés la guérison de l’accés aigu, le 
sang de la souris 11 (dont l’examen direct ne permet pas de 
déceler la présence de Bartonella) est ineapable d’infecter une 
souris neuve. 

Nous nous sommes assurés que la souris 17 ne possédait pas 
une immunité naturelle ; réinoculée avec du sang renfermant 
des bartonelles, elle a fait du troisitme au sepliéme jour une 
infection normale. 
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Cuttures. — Tous les essais de culture ont été faits & partir 
du sang du cceur d’une souris a l’acmé de l’infection. 

Milieu de Noguchi. — Aprés quatorze jours & 22° ou a 37°, 
deux tubes du milieu de Noguchi ont montré des éléments 
mobiles et immobiles identiques aux formes culturales des 
B. bacilliformis telles que les a décrites Noguchi. Le deuxiéme 
passage en milieu de Noguchi a été posilif. Le dixiéme jour, 
on notait déja la présence des mémes éléments mobiles. 

Aprés quarante-cing jours, nombreuses bartonelles, la plu- 
part immobiles. 

Milieu N. N. N. — Le liquide de condensation du milieu 
N. N.N., dix jours apres l’ensemencement avec du sang de 
souris, s'est montré riche en éléments mobiles et immobiles 
(culture & 37°). Avec II gouttes de cette culture, un tube de 
gélose N. N. N. est ensemencé dans lequel on voit, aprés 
dix jours & 22°, des bartonelles mobiles et immobiles. Un 
troisiéme passage a été effectué dans les mémes conditions et 
avec les mémes résultats. 


VIRULENCE DES cULTURES. — Avec la troisiéme subculture en 
milieu N. N. N., une souris a été inoculée. 

La souris 26 regoit dans le péritoine VI gouttes de culture. 
Du cinquiéme au septiéme jour aprés |’inoculation, on note la 
présence dans le sang de quelques Bartoned/a tout a fait carac- 
téristiques. Vingt-six jours aprés la guérison, elle est réino- 
culée avec le virus spontané et fait du troisieme au neuvitme 
jour une infection aigué avec nombreuses Bartonella. 

D’autre part, Vaucel, avec une cullure en milieu de Noguchi, 
deuxiéme passage, a inoculé deux souris. L’une est restée 
négative. L'autre a présenté quelques Bartonella du quatri¢me 
au septiéme jour. 

Ila done été possible d’infecter une souris avec une souche 
de Bartonella ayant subi trois passages sur gélose N. N. N. 
L’infection a été trés faible et n’a pas immunisé la souris contre 
une réinoculation ullérieure de virus spontané. 


CARACTERES IMMUNOLOGIQUES DU VIRUS « SPONTANE ») ET DU VIRUS 
« PROvogUE ». — M. Vaucel a étudié les caractéres du virus 
spontané isolé par Lwoff et Provost. Le virus « spontané » est 
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le virus capable d’infecter la souris normale. Le virus « pro- 
voqué » est le virus qui apparait apres splénectomie et qui 
ninfecte pas la souris normale. 

Vaucel a montré : 1° que des souris normales, guéries d'une 
infection & virus spontané, font apres splénectomie des infec- 
lions aigués par virus provoqué, exactement comme les souris 
n’ayant eu aucune infection. D’autre part, a la suite de Vinfec- 
lion par le virus spontané, les souris ont une splénomégalie 
considérable : pour citer un exemple entre autres, une souris 
pesant 18 gr. 5a unerate de 0 gr. 50. 

La souris 1 de Vaucel, guérie depuis deux jours d'une infec- 
tion par virus spontané, est splénectomisée. Les Bartonella 
apperaissent le deuxiéme jour aprés l’intervention et aug- 
mentent progressivement jusqu’au sixiéme jour. Guérison. 
Rechute au treiziéme jour avec persistance des Bartonella 
jusqu’au vingt-septiéme jour. 

La souris 2, splénectomisée (splénomégalie) trois jours aprés 
la guérison, Eat une infection du premier au neuvidme jour. 

La souris 3, splénectomisée onze jours aprés la guérison 
(splénomégalie), fait une infection du deuxiéme au onziéme jour 
aprés I intervention. 

La souris 4, spléneclomisée quinze jours aprés la guérison, 
fait une infection du premier au dixiéme jour. 

L’infection aigué expérimentale & Bartonel/a (virus spontané) 
ne confére pas limmunité contre le virus « provoqué » qui 
apparait aprés splénectomie. Ni lincubation, ni la durée de 
Yinfection provoquée ne sont modifiées. Une souris guérie 
d’une infection & virus spontané se comporte, aprés splénec- 
tomie, exactement comme une souris neuve. 

2° Qu’une souris neuye, splénectomisée, qui a fait une infec- 
tion par virus provoqué, inoculée deux jours aprés la guérison 
avec du virus spontané, fait une infection débutant le troi- 
siéme jour exactemenl comme une souris normale. Une infec- 
tion & virus provoqué n’immunise donc pas la souris contre 
le virus spontané. 

Le virus provoqué ne donne pas d’infection : 1° & la souris 
neuve normale; 2° a la souris normale guérie d’une infection 
& virus spontané; 3° a la souris splénectomisée guérie de son 
infection & virus provoqué, 
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De ses expériences M. Vaucel a conclu & |’existence de deux 
races de Bartonella immunologiquement différentes. Nous dis- 
cutons plus loin cette question, car nous. voulons relater dés 
maintenant les circonstances dans lesquelles est apparu un 
autre virus spontané. 

Deuxiéme cas. — Bartonellose spontanée chez une souris 
normale infectée par Eperythrozoon coccoides. 

Au cours des expériences précitées, nous avons vu appa- 
raitre un autre virus spontané. On se rappelle que, dans le 
premier cas, il s’agissait d’une infection mixte & Trypanosoma 
cruzi et Bartonella muris. Ici, c’est une infection mixte a Epe- 
rythrozoon coccoides (1) et Ja méme bartonelle. Voici com- 
ment cette double infection s’est manifestée. 

Aprés splénectomie, la souris 1 (de cette deuxiéme série 
d’expérience) fait une infection mixte & Bartonella muris et 
Eperythrozoon coccoides. Son sang est inoculé a la souris 9, 
normale, qui reste indemne. Splénectomisée quelques jours 
apres, la souris 9 fait, comme la souris 1, une infection mixte 
a B. murts et E. coccotdes. Les résultats ont été absolument 
identiques pour la souris 12, inoculée avec le sang de 9, et 
pour la souris 21, inoculée avec le sang de 12. 

Par contre, les souris 23 et 26, inoculées avec du sang de 21, 
font avant splénectomie une infection aigué massive 4 Barto- 
nella. Aprés guérison, la splénectomie a fait apparaitre des 
Bartonella et des Eperythrozoon, infection massive mixte. Le 
virus provoqué, apparu aprés splénectomie chez les souris 9 
et 12, est donc devenu virulent chez la souris 21, puisque les 
souris 23 et 26 font une infection avant splénectomie. Il y a 
donc eu transformation, dans la souris 21 du virus « provoqué » 
en virus spontané, d’une race peu virulente en race trés viru- 
lente, et A caractéres antigénes différents. 

Ce nouveau « virus spontané » s’est montré identique au 
virus spontané apparu chez la souris infectée de Trypanosoma 
cruzi et dont nous avons donné ci-dessus les caractéres. 


BaRTONELLOSES ET PREMUNITION. — A la suite du travail de 
Vaucel, Parrot, Donatien et Lestoquard ont fait remarquer que 


(1) Cel organisme sera décrit a la fin de ce travail. 
18 
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les Bartonelloses réalisent le type des infections & prémunition ; 
une des caractéristiques des maladies & prémunition ¢tant, 
daprés Sergent et ses collaborateurs, la persistance du virus 
dans l’organisme aprés la guérison clinique de l’acces de pre- 
micre invasion. 

Nous sommes lout a fait d’aecord avee Parrot, Domatien et 
Lestoquard; les Bartonella, persistant dans lorgamisme des 
animaux apres la guérison de l'accés de premiére invasion, il 
n’y apas immunité a proprement parler, mais « prémunition ». 
Nous avions d’ailleurs employé le terme immunité dans son 
sens le plus général comme synonyme d'état réfractaire de 
Porganisme. 

Cependant, nous nous trouvons en contradiction avec Parrot, 
Donatien et Lestoquard sur un certain nombre de points : 

a) Parrot, Donatien et Lestoquard considérent la rate 
« comme un des organes, sinon l’organe principal de la pré- 
munition ». Or, une souris splénectomisée qui fait une infec- 
tion massive aigué par virus provoqué guérit parfaitement et 
résiste & toute réinoculation ullérieure de virus provoqué. Au 
moins dans le cas des bartonelloses, la rate n’est certainement 
pas un organe jouant un rdéle essentiel dans le mécanisme de 
la prémunition. 

b) Vaucel avait conclu de ses expériences qu il existe deux 
races immunologiquement différentes de Bartonella muris. 
Pour Parrot, Donatien et Lestoquard, il n’y a entre les deux 
virus, provequé et spontané, qu'une différence de virulence. 
Or, ces deux virus, lun chez la souris normale, autre chez 
la souris splénectomisée, produisent exactement la méme 
infection : anémies graves identiques avec présence dun 
nombre égal de germes dans le sang. D’autre- part, Vaucel a 
bien montré qu’une infection par Pun des virus ne conférait 
pas ’immunité contre autre virus. Aprés infection aigué mas- 
sive par le virus spontané, la splénectomie déclanche une nou- 
velle infection massive aigué alors que les réinoculations. de 
virus spontané restent négatives. Apres splénectomie et infec- 
tion massive aigué par le virus provoqué, l'injection de virus 
spontané donne une infection massive aigué, tandis que les 
réinjections de virus provoqué ne déterminent aucun trouble. 
Il nous est impossible de considérer le virus provoqué comme 
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une race peu virulente et le virus spontané comme une race 
plus virulente d'un méme germe. Les deux virus donnent des 
infections d’intensité exactement comparables et nous main- 
tenons la conclusion qu'il y a entre les deux virus des diffé- 
rences immunologiques, ou « prémunologiques », puisque 
prémunition il y a. 


RacES VIRULENTES pE Bartonella, INFECTIONS MIXTES 
ET CHANGEMENT DE PROPRIETES PAR TRANSFERT, 


Il est curieux de constater que, dans les trois cas ot Barto- 
nella muris est apparue dans le sang de souris non splénecto- 
misées, cette apparition s’est faite & la faveur d’infections 
mixtes. Infection mixte & Bartonella et a Trypanosoma cruzi dans 
le cas de Lwoff et Provost, a Bartonella et Trypanosoma rhode- 
stense dans le cas de Martin-Mayer, & Bartonella et & Epery- 
throzoon coccoides dans notre cas. 

Martin-Mayer n’a pas étudié les potentialités de son virus 
Bartonella. Mais dans les deux cas étudiés par nous, le virus pro- 
voqué, latent dans l’organisme de la souris, est devenu virulent 
pour la souris normale, 4 la faveur d’une infection mixte. 

Dans notre premiére note, nous émettions l’hypothese que 
ces changements étaient susceptibles de rentrer dans le cadre 
trés général des changements de propriétés par transfert. 
D’importants travaux ont été consacrés au cours de ces der- 
niéres années 4 l'étude des changements de propriétés des bac- 
téries, conférés par transfert d’une race ou d’une espéce a une 
autre. L’historique de cette intéressante question a été publié 
en détail dans le mémoire de Burnet (1925). 

Dés 1909, Kuhn et Woithe constatent que le Bactertum coli 
et des cocci isolés de l’intestin de sujets atteints de dysenterie 
bacillaire sont agglutinables par le sérum anti-Flexner. Kuhn 
et Woithe ont désigné ce phénoméne sous le nom de para- 
agglutination. Otto, Winkler et Sukiennikova (1923), en culti- 
vant le B. coli avec des bacilles de Flexner vivants ou tués, ont 
rendu le B. coli agglulinable par le sérum anti-Flexner. 
Almquist (1923) obtient, en cultivant des bacilles typhiques et 
des bacilles dysentériques en association, des formes agglu- 
tinées par les sérums antidysentérique et antityphique. 
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Burnet (1925) a pu transmettre la thermo-agglutinabilité 
d'un type microbien & un autre type microbien ne possédant 
pas cette propriété. L’entrainement peut s’accomplir entre 
bactéries d’espéces différentes. Par cultures associées de bacilles. 
typhiques, de vibrions cholériques, de bacille du charbon, de 
bacille pesteux, tous thermo-agglutinables, Brucella meli- 
tensis acquiert la thermo-agglutinabilité. Il n’est méme pas 
nécessaire, pour qu’une bactérie contracte la nouvelle propriété, 
que les bactéries auxquelles on l’associe et gui en sont douées. 
soient vivantes; il suffit de réaliser la cullure de la bactérie en 
expérience sur les autres germes tués par. la chaleur. D’autre 
part, Burnet a montré que l'entrainement peut étre transmis. 
en cultivant les deux espéces en bouillon nutritif, de part et 
d’autre d’un filtre en collodion ou d'une bougie Chamberland. 

L. Rosenthal a réussi & transformer une race de B. anthra- 
cis produisant des spores en race asporogéne, par culture dans. 
un filtrat de culture d’une race asporogéne. 

Jeanne Lommel a montré que l’on peut conférer au B. cola, 
par culture associée avec B. typhosus, B. paratyphosus, ow 
B. dysenteriae Shiga, le pouvoir de fermenter le saccharose. 

Quant au phénoméne décrit par Castellani, actions biochi- 
miques produites par culture de deux germes associés et que 
chacun d’eux isolément est incapable de produire, il est suscep- 
tible d’une autre interprétation, et nous sommes d’accord avec 
Holman et Meekison, qui interprétent ce phénoméne de « syner- 
gisme » de la maniére suivante : l’une des deux bactéries. 
préparerait les matériaux pour le travail de l'autre. (Cité d’aprés. 
Hadley, Microbtc Dissociation, 1927.) 

E. Wollmanet Elisabeth Wollman, en cultivant du B. coli avec 
du B. paratyphique B, ont fait passer le taux d’agglutination du 
B. coli vis-a-vis du sérum antiparatyphique B. de 1 p. 80 a 
1 p. 1.280. E. et E. Wollman ont proposé le terme de « para- 
hérédité » pour désigner l'ensemble de ces phénoménes d’acqui- 
sition de propriétés nouvelles par entrainement, de transfert de 
propriété de bactérie & une autre bactérie, et ont imaginé du 
phénoméne de d’Hérelle une ingénieuse explication sur laquelle 
nous ne pouvons nous étendre ici. On trouvera l’exposé de ces 
questions dans les travaux de E. et E. Wollman, de Burnet et 
de Philip Hadley qui a consacré une importante monographie 
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a un exposé critique trés documenté de la question des disso- 
ciations microbiennes. 

Pour en revenir au cas qui nousintéresse ici, il nous a sem- 
blé, dés le début, que les variations dans Ja virulence présen- 
tées par Bartonella muris étaient susceptibles d’étre rapportées 
aux changements de propriélés par transfert. En somme, sous 
Vinfluence d’une culture mixte avec un trypanosome ou un 
Eperythrozoon, Bartonella muris a acquis la propriété de don- 
ner des infections aigués a la souris non splénectomisée. 

Il est remarquable que ce changement ait été produit aussi 
‘bien par association avec un protozoaire pathogéne et capable 
‘de se développer chez les animaux non splénectomisés (Trypa- 
nosoma rhodesiense, T. cruzt) que par association avec une bac- 
térie, Eperythrozoon coccoides, incapable de donner des infec- 
tions aigués 4 la souris normale. Des expériences in vitro 
auraient évidemment été plus démonstratives : culture associée, 
ou de part et d’autre d’une membrane de collodion, d’un 
microbe virulent et d’un microbe avirulent. Mais nos observa- 
tions ont trait 4 des germes se développant dans le sang, c’est- 
a-dire dans un milieu bien défini, et ont, croyons-nous, la 
valeur d’une expérience. 

D’autres facteurs doivent pouvoir produire les mémes varia- 
‘tions chez Bartonella. D’autre part, il n’est pas certain que 
Vassociation Trypanosoma ou Eperythrozoon, d'une part, et 
Bartonella, dautre part, produise toujours cette mutation. Les 
remarques faites par Bordet, Castellani et Burnet et de nom- 
breux auteurs sur la grande diversité des variétés dans l’espéce 
bactérienne doivent nous rendre extrémement prudents dans 
‘Tinterprétation de nos observations. 

Nous pouvons les résumer ainsi : Dans certaines circons- 
tances, Bartonella muris peut, par culture associée in vivo avec 
un autre micro-organisme, acquérir des propriétés nouvelles 
qui lui conférent la possibilité de donner des infections aigués 
a la souris non spléneclomisée. 

Que les infections mixtes jouent dans la nature un réle 
important dans !’exaltation brusque de la virulence, c’est un 
fait probable. Et si l’on prouvait que la virulence d’un germe 
peut étre la conséquence d’une culture associée, cela pourrait 
éclairer bien des mystéres épidémiologiques. Nous avons en 
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tous cas essayé, & la faveur de notre hypothése, d’interpréter 
certainés particularités des Bartonelloses humaines. Le réle - 
étiologique de Bartonella bacilliformis dans la fievre de Oroya 
ella Verruga est aujourd’hui bien établi grace aux travaux de 
la mission Strong-Tyzzer-Sellards-Brues et Gastiaburu, ceux 
de Noguchi et Battistini, d’Hercelles. Cependant, il y a, dans 
l’épidémiologie de la fiévre de Uroya et dans les résultats des 
infections expérimentales des singes, un certain nombre de faits 
obscurs. Il existe des bartonelloses inapparentes, révélées seu- 
lement par la culture du sang. D’autre part, la piqhre de Der- 
macentor andersoni expérimentalement infectés donne au 
macaque des infections frustes. Enfin, les injections aux 
singes, de sang d’homme atteint, soit de verruga, soit de la 
maladie de Carion, donnent des résultats trés variables, et 
Noguchi a conclu de ses expériences qu'il existait des varia- 
tions de virulence de B. bacilliformis. Comme le paludisme 
est fréquent dans les régions 4 maladie de Carion, Noguchi a 
étudié le réle des infections mixtes & Plasmodium et & Barto- 
nella chez le singe. L’infection malarique n’a pas d’effet sur 
lévolution de la verruga ou |’établissement de Vimmunité. La 
mission Strong, etc... est arrivée d’ailleurs & la méme conclu- 
sion. La splénectomie, de méme que la combinaison de la 
splénectomie et de l’infection malarique, n’aggravent pas de 
facon appréciable la verruga expérimentale. D’aprés Noguchi, la 
splénectomie chez les singes convalescents ne provogue pas 
de rechute de verruga ou de réinfection par Bartonella bacilli- 
formis. 

[Il y a la une différence importante avec les bartonelloses 
animales, non seulement les bartonelloses des rongeurs & 
B. muris, mais aussi la bartonellose canine dont l'agent 
B. cants se rapproche morphologiquement beaucoup de B. dacil- 
liformis. Les conclusions que Noguchi a tirées de ses recher- 
ches sont: « La maladie de Carion est probablement détermi- 
née primairement par la virulence propre de la souche de Bar- 
tonella et est modifiée secondairement par les prédispositions 
individuelles dans un cas donné. » Or, l’examen de figu- 
res de Noguchi, en particulier des figures 14, 15 et 16 de la 
planche 3 du Mémoire consacré a I’étiologie de la verruga 
(Journ. Expér. Méd., t. XLV, 1927, p. 175-189), nous a con- 
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vaincus de l’existence dans le sang des singes atteints de ver- 
ruga expérimentale ou de l’homme atteint de fiévre de Oroya, 
d'un Eperythrozoon typique. La comparaison des figures que 
nous donnons d’Hperythrozoon coccoides (fig. 1 & 22, pl. I) et 
celles (fig. 23 & 26), copiées sur les photomicrographies données 
par Noguchi, fait ressortir laressemblance des deux organismes. 
Les éléments discoides figurés par l’auteur japonais et qu'il a 
interprétés comme des figures de dégénérescence de B. bacii- 
Aiformis sont pour nous un Eperythrozoon vrai. Nous avons 
eu souvent l’occasion d’observer les formes coccoides d'involu- 
tion de Bartonella muris; elles sont fréquentes au déclin des 
infections -aigués et n’ont que de lointaines ressemblances 
avec les images d’Eperythrozoon. Nous avons proposé pour 
VEperythrozoon de Vhomme le nom d’Eperythrozoon noguchit. 
Etant donné le réle joué par les associations microbiennes, et 
en particulier par l’Eperythrozoon coccoides dans les change- 
ments de virulence de B. muris, nous avons émis l’hypothése 
que l’Eperythrozoon noguchi pourrait jouer un rdle analogue 
vis-a-vis de B. bacilliformis. La virulence particuliére de cer- 
taines souches de B. bacilliformis peut étre due justement a 
leur association avec l’Eperythrozoon. 

C’est 18 une hypothése qui mériterait la consécration de 
Vexpérimentation. Son seul mérite serait de susciter de nou- 
velles recherches sur la fiévre de Oroyaet sur le probléme, théo- 
rique: et pratique, de la virulence des bactéries, envisagé du 
point de vue des associations microbiennes et des changements 
de propriétés par transfert. 


Eperythrozoon coccoides (V. Schilling, 1928). 


Nous avons cru utile de décrire ici bri¢vement |’ Eperythro- 
zoon coccoides et de donner des figures qui permettent de le 
comparer a Eperythrozoon noguchit. 

En 1928, V. Schilling a découvert, dans le sang d’un rat 
splénectomisé, un organisme particulier qu'il a appelé Epery- 
throzoon coccoides. Quelques mois plus tard, J. E Dinger, qui 
n’avait pas eu connaissance du travail de Schilling, découvrait 
le méme organisme et le décrivait sous le nom de Gyro- 
morpha musculi. Par la suite, Dinger a reconnu la priorité du 
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travail de Schilling. Gyromorpha musculi Dinger est donc syno- 
nyme d’Eperythrozoon coccoides V. Schilling. 

Bruynoghe et Vassiliadis (1929) ont retrouvé E. coccoides et 
ont pu mettre en évidence, par une série d’expériences (inocu- 
lations croisées), l’existence d’une nouvelle espéce, E. dispar 
Bruynoghe et Vassiliadis 1929, parasite du campagnol et de la 
souris naine. Ces deux auteurs ont bien établi les caractéres 
biologiques, pouvoir infectieux, animaux sensibles et réfrac- 
taires, d’Eperythrozoon coccoides. Ils ont montré en particulier 
que les lapins splénectomisés, jeunes et adultes, sont sensibles 
a Vinoculetion de l’Eperythrozoon de la souris, fait que nous 
avons confirmé. 

Au cours de recherches sur la bartonellose des souris, nous 
avons vu apparaitre des Eperythrozoon chez une de nos souris 
splénectomisées. Le virus a pu étre entretenu par passages sur 
souris. 

Nous voudrions ici préciser la morphologie d’Eperythrozoon 
coccoides. 


MorPHoLociz p Mperythrozoon coccoides (V. Schilling 1928). — 
Schilling a décrit ces organismes comme des corps coccoides 
parasites a la surface des hématies. Les Eperythrozoon, ou bien 
reposent sur l’hématie et, lorsqwils sont nombreux, 20a 40, 
forment comme une espéce de « cappe », ou bien ils se grou- 
pent sur le pourtour de l’hématie en une couronne épaisse qui, 
par sa couleur « azur-pourpre » foncée, tranche sur le bleu de 
Vhématie trés polychromatophile. Les exemplaires détachés 
des amas superficiels apparaissent alors comme des disques. IIs 
semblent parfois annulaires, vus de face, on bacilliformes, vus 
de profil. 

La description de Dinger s’accorde avec celle de son prédé- 
cesseur. Les Eperythrozoon sont des disques qui se présentent 
naturellement comme des batonnets lorsqu’ils sont vus de 
profil. Leur dimension varie de 0» 5 a 1 ». Quelques-uns mon- 
trent un épaississement bipolaire et Dinger a noté des images 
ressemblant au bourgeonnement des levures. Vus a I’ultra- 
microscope, les Hperythrozoon se présentent comme des disques 
plats ou légérement incurvés ou comme des batonnets droits ou 
courbés. Ils ne possédent pas de mouvements propres. Dinger 
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a 6té également frappé par la « préférence trés particuliére que 
montrent les Eperythrozoon pour les hématies polychromato- 
philes ». Nous donnerons de ce phénoméne une interprétation 
différente. 

Bruynoghe et Vassiliadis (1930) sontd’accord avec les auteurs 
précités. lls montrent les Eperythrozoon comme des parasites 
ronds, annulaires ou coccoides, de 04541» 4 de diamétre, 
parfois libres dans le plasma, mais le plus souvent accolés aux 
hématies et particuligrement aux hématies polychromatophiles. 
Ils sont décolorés par la méthode de Gram. « Toutes les formes — 
annulaires, disent Bruynoghe et Vassiliadis, n’ont pas un con- 
tour également régulier et bon nombre d’entre elles présentent 
une partie plus ou moins épaissie. Certaines formes peuvent 
méme montrer deux épaississements, généralement placés l'un 
vis-a-vis de l’autre et simulant quelquefois des espéces de pro- 
longements ». « Les parasites coccoides sont de petits disques 
pareils aux globules rouges, c’est-a-dire munis de faces lége- 
rement concaves ». La division est binaire; les éléments qui 
en résullent sont coccoides. 

Nos observations sont dans leur ensemble conformes & celles 
que nous venons d’énumérer. I] nous parait utile de donner 
quelques figures d’Eperythrozoon coccoides afin de préciser 
quelques points particuliers de sa morphologie (fig. 1 & 22 inclus 
de la planche I). Nous avons retrouvé toutes les formes déja 
décrites : anneaux, disques, batonnets. Le parasite, vu de face, 
se présente comme un disque. Celui-ci est rarement homogéne 
(fig. 6, 13 et 20). Le plus souvent, le bord en est épaissi, ce qui 
lui donne l’apparence d’un anneau (fig. 10, 17, 19 et 20). Enfin, 
parfois il existe une sphérule chromatoide, se colorant en 
pourpre assez intense par les dérivées de la méthode de Roma- 
nowsky, et nettement visible malgré sa petite taille sur le fond 
bleu plus clair du parasite. 

Les Eperythrozoon situés & la périphérie de l’hématie sont, 
soit des batonnets, soit des éléments aplatis dont la forme est 
difficile & définir (fig. 1). Batonnets et éléments aplatis présen- 
tent toujours un granule chromatoide (fig. 1, 2, 9, 14, 19). On 
observe aussi parfois des formes hypertrophiques, que lon 
pourrait appeler plasmodiales, de l’Eperythrozoon. Ces formes 
plasmodiales géantes donnent, par une sorle de bourgeonne- 
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ment multipolaire simultané (fig. 1-4), des formes coecoides 
normales. Il ya la un mode de reproduction qui sajoute au ~ 
mode normal, la division binaire, laquelle s’observe aussi bien 
chez les formes discoides (fig. 13) que chez les formes bacil- 
laires (fig. 9). 

Les éléments libres dans le plasma (fig. 19) présentent le 
méme pléomorphisme que ceux accolés aux hématies. Enfin, 
nous avons observé un certain nombre de figures qui nous font 
croire, sans que nous puissions autrement en donner la preuve, 
que l’Eperythrozoon est souvent parasite interne des hématies. 

Nous interprétons, en effet, un certain nombre de figures 
(2, 4, 10, 16, 22) comme des stades de pénétration du parasite 
a l'intérieur des hématies. Nous avons décrit les formes situées 
& la périphérie du globule rouge (fig. 1, 11, 12). Ces éléments 
sont intimement accolés & Vhématie, soit par leur pdle chroma- 
toide (fig. 2, 8, 9, 21), soit par le pole opposé 4 la partie chro- 
matoide (fig. 14, 12, 14), la partie achromatique active étant 
entrée, et la partie chromatoide, inerte, étant encore externe. 

Lorsque plusieurs éléments ont pénétré simultanément par 
la périphérie de hématie, on observe des images comme 
celles que montre la figure 7: une série d’éléments ovoides 
rangés réguliérement sur le pourtour. Ces figures ont été 
observées dans tous les points du frottis, aussi bien au début 
qu’au centre, et nous n’avons jamais noté, comme Dinger, une 
inégale répartition des Eperythrozoon suivant la position des 
hématies dans le frottis. 

La pénétration des Eperythrozoon dans les globules rouges 
permet d’interpréter la fréquence de l’accolement de ce para- 
site aux hématies polychromatophiles. D’aprés Dinger, les 
Eperythrozoon choisiraient dans le sang, de préférence, les 
hématies polychromatophiles. Bruynoghe et Vassiliadis, qui 
Vont également constaté, ne donnent pas d’interprétation de ce 
phénoméne. Il nous parait susceptible de recevoir une expli- 
cation assez simple. La polychromatophilie et ’hypertrophie 
des hématies dans les infections & Eperythrozoon sont dues 3 
laction des Eyerythrozoon y ayant pénétré. Au début de l'infec- 
tion, en effet, seules, les hématies polychromatophiles ont des 
Eperythrozoon, et elles en ont toutes. 

En tout cas, si les Eperythrozoon ne sont pas parasites 
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internes des globules rouges, ils se nourrissent certainement 
de leur substance. 

Les Eperythrozoon sont manifestement des bactéries. Nous 
les classerions volontiers dans. la famille des Bactériacées au 
voisinage des Anaplasmes. avec lesquels ils présentent des ana- 
logies évidentes. 


PLANCHE Ne 1 


Fig. 1 4 22, inclus : Eperythrozoon. coccoides. V. Schilling. Noter le pléomor 
phisme des Eperythrozoon. Les figures 4, 10, 16, 24, 22 (ces deux der- 
niéres a plus fort,grossissement) sont interprétées: comme des stades 
de pénétration des parasites dans les hématies. 

Fig. 19: — Formes libres dans le plasma. 

Fig. 23 a 26. — Eperythrozoon noguchic Lwoff et Vaucel, d’aprés les photo- 
micrographies de Noguchi. Les hématies des. figures 25 et 26° renfer- 
ment des Eperythrozoan et des Bartonella bacilliformis: 
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